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ABSTRACT	  
	  
 Establishment	  of	  the	  disease	  endometriosis	  requires	  the	  attachment	  and	  invasion	  of	  endometrial	  fragments	  into	  the	  peritoneal	  lining	  of	  the	  peritoneal	  cavity.	  	  For	  proper	  attachment	  and	  invasion	  to	  occur,	  the	  endometrial	  cells	  and	  mesothelial	  cells	  that	  line	  the	  surface	  of	  the	  peritoneum	  must	  interact.	  Previous	  studies	  by	  Witz	  et	  al.	  have	  shown	  that	  endometrial	  fragments	  can	  attach	  to	  mesothelial	  cells,	  but	  the	  mechanism	  by	  which	  these	  endometrial	  cells	  are	  able	  to	  invade	  through	  the	  mesothelial	  layer	  into	  the	  underlying	  peritoneum	  is	  not	  clear	  (Witz	  et	  al	  1999,	  2000,	  2001).	  Mesothelial	  cells	  normally	  display	  an	  epithelial–like	  morphology,	  but	  in	  response	  to	  injury	  or	  inflammation	  they	  undergo	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  (EMT).	  	  As	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT,	  they	  lose	  expression	  of	  E-­‐cadherin	  and	  cytokeratins,	  exhibit	  a	  fibroblast-­‐like	  phenotype,	  and	  become	  more	  migratory	  and	  invasive.	  This	  transition	  results	  in	  the	  formation	  of	  gaps	  in	  the	  mesothelium	  and	  could	  allow	  attached	  endometrial	  cells	  to	  invade	  into	  the	  underlying	  peritoneum.	  	  Recent	  studies	  have	  reported	  the	  up-­‐regulation	  of	  extracellular	  matrix	  metalloproteinase	  inducer,	  (EMMPRIN)	  as	  cancer	  cells	  undergo	  EMT	  (Abraham	  et	  al	  2008).	  	  The	  goal	  of	  my	  research	  proposal	  is	  to	  determine	  whether	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  of	  endometrial	  fragments	  can	  cause	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  of	  mesothelial	  cells.	  	  In	  this	  study	  we	  utilized	  a	  human	  mesothelial	  cell	  line,	  LP-­‐9,	  to	  examine	  the	  effect	  of	  EMMPRIN,	  and	  other	  uterine	  epithelial	  cell	  factors	  such	  as	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1	  on	  EMT	  by	  monitoring	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changes	  in	  expression	  of	  N-­‐cadherin,	  MMPs,	  cytokeratins,	  vimentin,	  and	  transcription	  factors	  twist	  and	  snail.	  	  Change	  in	  rate	  of	  migration	  was	  also	  assessed	  using	  the	  in	  vitro	  cell	  wounding	  assay.	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  and	  subsequent	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  are	  regulated	  is	  still	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  it	  must	  involve	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  interaction	  between	  uterine	  cells	  and	  the	  mesothelial	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  that	  line	  the	  peritoneum.	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  overall	  hypothesis	  of	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  that	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  epithelial	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  secrete	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  as	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  EMMPRIN	  that	  can	  induce	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  in	  peritoneal	  mesothelial	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  This	  EMT	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  allow	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  to	  occur	  in	  the	  mesothelium	  and	  uterine	  cells	  can	  then	  invade	  through	  the	  basement	  membrane.	  	   LP-­‐9	  cells	  are	  a	  human	  mesothelial	  cell	  line	  and	  usually	  exhibit	  an	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  However,	  in	  the	  presence	  of	  growth	  factors	  such	  as	  EGF,	  TGF-­‐β	  and	  cytokines	  such	  as	  IL1-­‐β,	  they	  undergo	  a	  phenotypic	  change	  and	  become	  more	  fibroblast-­‐like,	  a	  phenomenon	  known	  as	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  (EMT).	  	  Therefore,	  the	  LP-­‐9	  cell	  line	  is	  an	  excellent	  model	  system	  to	  study	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  in	  vitro.	  	  EMMPRIN	  is	  a	  key	  regulator	  of	  tissue	  remodeling.	  	  To	  examine	  how	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  can	  regulate	  EMT	  in	  mesothelial	  cells,	  I	  have	  proposed	  4	  aims.	  
Aim	  1-­‐Validating	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  as	  a	  system	  for	  studying	  EMT	  
Aim-­‐2:	  Determine	  whether	  uterine	  epithelial	  cells	  secrete	  factors	  such	  as	  EMMPRIN	  that	  can	  induce	  EMT	  in	  cultured	  mesothelial	  cells.	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  cells),	  and	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  changes	  in	  the	  pattern	  of	  expression	  of	  these	  isoforms	  as	  the	  cells	  undergo	  EMT.	  	  
Aim	  4-­‐	  Determine	  whether	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  regulate	  MMP	  production	  and/or	  cytokine	  production	  by	  cultured	  mesothelial	  cells.	  
Aim	  5-­‐	  Determine	  whether	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  regulate	  migration	  rate	  of	  cultured	  mesothelial	  cells
 1 
CHAPTER	  1	  
INTRODUCTION	  TO	  ENDOMETRIOSIS,	  MESOTHELIAL	  CELLS	  AND	  EMT	  
	  
Endometrium	  and	  Menstruation	  Endometrium	  is	  one	  of	  the	  most	  active	  adult	  human	  tissues,	  undergoing	  dramatic	  remodeling	  every	  menstrual	  cycle	  (Jones	  et	  al	  2006).	  	  Cyclical	  growth	  and	  involution	  of	  the	  endometrium	  is	  universal	  among	  non-­‐pregnant	  mammals.	  	  However,	  overt	  menstruation	  where	  blood	  flows	  from	  the	  uterus	  through	  the	  vagina	  is	  only	  seen	  in	  humans	  and	  some	  other	  species	  such	  as	  chimpanzees	  (Martin	  2007,	  Strassmann	  1996).	  	  The	  menstrual	  cycle	  is	  influenced	  by	  complex	  endocrine	  systems,	  and	  is	  commonly	  divided	  into	  three	  phases:	  follicular	  phase,	  ovulation,	  and	  luteal	  phase	  (Mihm	  et	  al	  2010).	  	  In	  normal	  menstruation,	  during	  the	  follicular	  phase	  estrogen	  level	  is	  gradually	  increased,	  discharge	  of	  blood	  slows	  down	  and	  then	  stops,	  and	  the	  lining	  of	  the	  uterus	  thickens.	  	  Under	  the	  influence	  of	  complex	  interplay	  of	  hormones,	  follicles	  in	  the	  ovary	  begin	  developing	  and	  after	  several	  days	  one	  or	  two	  follicles	  become	  dominant.	  	  In	  mid-­‐cycle,	  after	  Luthenizing	  Hormone	  (LH)	  surges,	  the	  dominant	  follicle	  releases	  an	  egg	  during	  the	  ovulation	  phase.	  	  The	  remains	  of	  the	  dominant	  follicle	  become	  a	  corpus	  luteum.	  	  Under	  the	  influence	  of	  progesterone	  produced	  by	  corpus	  luteum,	  the	  endometrium	  changes	  to	  prepare	  for	  potential	  implantation	  of	  an	  embryo	  to	  establish	  a	  pregnancy.	  	  In	  the	  absent	  of	  fertilization,	  the	  corpus	  luteum	  will	  involute,	  causing	  sharp	  drops	  in	  levels	  of	  both	  progesterone	  and	  estrogen,	  which	  causes	  the	  uterus	  to	  shed	  its	  lining	  (Fig.	  1.1)	  The	  human	  uterus	  consists	  of	  three	  layers.	  Surrounding	  the	  lumen	  is	  endometrium,	  myometrium,	  and	  perimetrium.	  	  Myometrium	  is	  the	  layer	  of	  smooth	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muscle	  with	  connective	  tissues.	  	  Endometrium	  is	  made	  up	  of	  the	  glandular	  mucosa	  membrane	  that	  lines	  the	  uterus	  and	  the	  uterine	  cavity	  and	  prevents	  adhesion	  of	  the	  two	  opposed	  wall	  of	  myometrium.	  	  Endometrium	  is	  also	  composed	  of	  stratum	  functionale	  and	  stratum	  basale,	  and	  is	  highly	  glandular	  and	  contains	  stroma	  cells	  (connective	  tissues)	  and	  the	  lumen	  that	  is	  covered	  by	  the	  surface	  epithelial	  cells.	  	  During	  the	  menstrual	  cycle,	  the	  endometrium	  grows	  to	  a	  thick	  glandular	  tissue	  rich	  with	  blood	  vessels.	  	  The	  growth	  of	  endometrium	  presents	  the	  optimal	  environment	  for	  the	  implantation.	  	  In	  the	  absence	  of	  fertilization,	  both	  stratum	  functionale	  and	  stratum	  basale	  layers	  of	  endometrium	  slough	  off	  (Fig.	  1.2).	  
	  
Endometriosis	  Endometriosis	  is	  an	  estrogen	  dependent,	  multifactorial	  disease	  of	  unknown	  etiology	  and	  pathogenesis	  (Noel	  et	  al	  2010).	  	  The	  true	  prevalence	  of	  endometriosis	  is	  unknown	  because	  of	  the	  lack	  of	  non-­‐invasive	  means	  by	  which	  accurate	  diagnosis	  can	  be	  made.	  	  The	  frequency	  of	  endometriosis	  in	  surgical	  studies	  has	  been	  estimated	  between	  3-­‐6%	  in	  fertile	  women	  undergoing	  tubal	  ligation	  and	  as	  high	  as	  30-­‐50%	  in	  women	  with	  pelvic	  pain	  or	  infertility	  (Matalliotakis	  et	  al	  2008).	  Based	  on	  a	  single	  cohort	  study,	  it	  is	  estimated	  that	  there	  is	  a	  10%	  prevalence	  of	  endometriosis	  in	  the	  general	  population	  (Eskenazi	  &	  Warner	  1997).	  	  Approximately	  5-­‐1000	  women	  age	  15-­‐64	  years	  are	  hospitalized	  annually	  for	  endometriosis,	  and	  more	  than	  5.5	  million	  women	  in	  the	  USA	  and	  Canada	  are	  affected	  by	  endometriosis	  (Matalliotakis	  et	  al	  2008,	  Modugno	  et	  al	  2004,	  Vigano	  et	  al	  2004).	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The	  incidence	  of	  endometriosis	  appears	  to	  increase	  with	  delayed	  childbearing,	  a	  family	  history	  of	  the	  disease,	  declining	  use	  of	  oral	  contraception	  and	  exposure	  to	  certain	  toxins,	  such	  as	  dioxin	  (Nap	  et	  al	  2004).	  Endometriosis	  is	  associated	  with	  presence	  of	  the	  endometrial	  glands	  stroma	  outside	  of	  the	  uterus,	  which	  affects	  1	  in	  10	  women	  of	  reproductive	  age	  (Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Rheinwald	  et	  al	  1987),	  and	  a	  general	  inflammatory	  response	  aiming	  to	  clear	  the	  peritoneal	  cavity	  of	  the	  ectopic	  endometriotic	  cells	  and	  tissue	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007,	  Van	  Langendonckt	  et	  al	  2002).	  	  Endometriosis	  is	  defined	  by	  the	  presence	  of	  endometrial	  fragments	  outside	  the	  uterine	  cavity,	  with	  subsequent	  implantation	  and	  proliferation	  at	  sites	  outside	  of	  the	  uterus	  (Sampson	  1927).	  	  Endometriotic	  lesions	  are	  composed	  of	  epithelial	  as	  well	  as	  stromal	  cellular	  compartments	  (Winterhager	  et	  al	  2009).	  While	  endometriosis	  has	  been	  studied	  for	  the	  past	  150	  years,	  the	  pathogenesis	  of	  this	  disease	  is	  still	  unclear.	  	  Many	  theories	  have	  been	  proposed	  to	  explain	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  	  The	  first	  theory	  is	  the	  implantation	  or	  Sampson’s	  theory	  of	  retrograde	  menstruation,	  in	  which	  endometrial	  fragments	  are	  thought	  to	  leave	  the	  uterine	  cavity	  and	  enter	  the	  peritoneal	  cavity	  through	  retrograde	  menstruation	  via	  the	  oviduct	  (Vinatier	  et	  al	  2001).	  	  This	  retrograde	  menstruation	  can	  then	  lead	  to	  attachment	  of	  endometrial	  fragments	  to	  the	  mesothelial	  layer	  of	  the	  peritoneal	  wall	  or	  surface	  of	  other	  organs.	  	  The	  outflow	  obstruction	  may	  explain	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis,	  since	  young	  women	  with	  primary	  amenorrhoea	  due	  to	  obstruction	  of	  the	  menstrual	  flow	  encounter	  endometriosis	  with	  higher	  frequency	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007,	  Halme	  et	  al	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1984).	  (Ridley	  1981).	  	  The	  retrograde	  menstruation	  proposed	  by	  Sampson	  is,	  thus	  far,	  a	  widely	  accepted	  and	  proposed	  mechanism	  that	  may	  explain	  the	  presence	  of	  endometrial	  cells	  in	  ectopic	  sites.	  Mayer	  proposed	  the	  second	  theory	  for	  endometriosis	  based	  on	  the	  fact	  that	  the	  pelvic	  peritoneum,	  germline	  epithelium	  of	  the	  ovary	  and	  Müllerian	  ducts	  are	  derived	  from	  coelomic	  epithelial.	  	  According	  to	  Mayer	  hypothesis,	  in	  addition	  to	  direct	  implantation,	  endometriosis	  may	  be	  established	  by	  hormone	  dependent	  transformation	  of	  the	  cells	  that	  line	  the	  peritoneum	  into	  Müllerian-­‐type	  epithelial	  cells	  (Fujii	  1991,	  Vinatier	  et	  al	  2001).	  	  Mayer	  also	  suggested	  that	  infection	  or	  other	  stimulating	  factors	  may	  result	  in	  metaplasia	  and	  eventually	  give	  rise	  to	  ectopic	  endometriosis	  in	  the	  pelvic	  area	  (Fujii	  1991).	  	  The	  theory	  of	  coelomic	  metaplasia	  is	  supported	  by	  cases	  of	  endometriosis	  occurring	  in	  men,	  and	  in	  women	  with	  primary	  ammenorrhoea	  not	  caused	  by	  obstruction	  of	  the	  menstrual	  flow.	  	  The	  third	  theory	  is	  the	  induction	  theory	  and	  proposes	  that	  endogenous	  biochemical	  or	  immunological	  factors	  can	  induce	  undifferentiated	  cells	  to	  differentiate	  into	  endometrial	  tissue	  (Reese	  et	  al	  1996,	  Steele	  et	  al	  1984).	  	  Finally,	  Dmowski’s	  theory	  of	  deficient	  cellular	  immunity	  suggested	  that	  the	  immune	  system	  in	  women	  with	  endometriosis	  is	  altered	  in	  such	  a	  way	  that	  the	  reduced	  T-­‐lymphocytes	  mediate	  cytotoxicity	  to	  endometrial	  cells.	  	  The	  shared	  element	  in	  all	  these	  theories	  is	  the	  involvement	  of	  peritoneal	  surface,	  mesothelial	  layer,	  as	  the	  site	  of	  endometrial	  lesion	  initiation.	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Mesothelium	  Mesothelium	  was	  first	  described	  about	  180	  years	  ago	  but	  only	  in	  the	  last	  twenty	  five	  years	  have	  we	  begun	  to	  appreciate	  the	  roles	  that	  mesothelial	  cells	  play	  in	  maintaining	  normal	  serosal	  membrane	  integrity	  and	  function.	  	  The	  mesothelium	  consists	  of	  a	  monolayer	  of	  specialized	  epithelial	  cells	  that	  line	  the	  surfaces	  of	  the	  peritoneal,	  pleural,	  and	  pericardial	  cavities	  (Mutsaers	  2002,	  Yung	  et	  al	  2006).	  	  The	  mesothelium	  is	  lined	  with	  a	  monolayer	  of	  mesothelial	  cells,	  which	  consist	  of	  a	  homogeneous	  population	  that	  exhibits	  an	  elongated	  flattened,	  and	  squamous	  morphology	  regardless	  of	  their	  anatomic	  origin	  or	  species	  (Fig.	  1.3)	  (Mutsaers	  2002).	  	  The	  apical	  surface	  of	  mesothelium	  is	  covered	  with	  numerous	  microvilli.	  	  These	  microvilli	  increase	  the	  surface	  area	  of	  the	  cells	  for	  maximum	  absorption	  of	  solutes	  such	  as	  water	  and	  secreted	  factors	  from	  serous	  membrane	  and	  prevent	  friction	  injury	  to	  the	  mesothelial	  cells	  (Mutsaers	  2002).	  	  These	  cells	  are	  strongly	  connected	  by	  well	  developed	  cell-­‐cell	  junctional	  complexes,	  including	  tight	  junctions,	  adherens	  junctions,	  gap	  junctions	  and	  desmosomes	  (Demir	  et	  al	  2004,	  Mutsaers	  &	  Wilkosz	  2007).	  	  An	  undamaged	  mesothelium	  can	  secrete	  factors	  that	  regulate	  peritoneal	  permeability,	  and	  can	  serve	  as	  an	  important	  protective	  barrier	  against	  invading	  microorganisms	  and	  dissemination	  of	  ectopic	  cells	  (Mutsaers	  2002,	  Mutsaers	  &	  Wilkosz	  2007,	  Tee	  et	  al	  2007,	  Witz	  et	  al	  2000,	  Witz	  et	  al	  2001).	  Although	  mesothelial	  cells	  are	  of	  a	  mesodermal	  origin,	  they	  express	  characteristics	  of	  both	  epithelial	  and	  mesenchymal	  phenotypes	  (Herrick	  &	  Mutsaers	  2004).	  	  Mesothelial	  cells	  are	  considered	  to	  have	  great	  plasticity.	  	  Recent	  studies	  have	  demonstrated	  that	  mesothelial	  cells	  can	  undergo	  epithelial	  to	  mesenchymal	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transition	  (EMT)	  and	  transform	  into	  myofibroblasts	  (Margetts	  et	  al	  2005)	  and	  or	  smooth	  muscle	  cells	  (Herrick	  &	  Mutsaers	  2007,	  Margetts	  et	  al	  2005).	  	  Furthermore,	  mesothelial	  cells	  can	  be	  used	  in	  tissue	  engineering	  applications	  where	  mesothelial	  cells	  are	  seeded	  onto	  tubular	  constructs	  in	  order	  to	  generate	  vascular	  replacement	  and	  grafts	  to	  bridge	  nerve	  fibers	  (Herrick	  &	  Mutsaers	  2004,	  Herrick	  &	  Mutsaers	  2007).	  	  These	  findings	  suggest	  that	  mesothelial	  cell	  progenitors	  are	  able	  to	  switch	  between	  different	  cell	  phenotypes	  depending	  on	  the	  local	  environment.	  	  Mesothelial	  cells	  are	  important	  cells	  that	  can	  sense	  and	  respond	  to	  signals	  within	  their	  microenvironment	  (Mutsaers	  &	  Wilkosz	  2007).	  	  Mesothelial	  cells	  secrete	  glycosaminoglycans	  and	  surfactant	  to	  allow	  the	  parietal	  and	  visceral	  serosa	  to	  slide	  over	  each	  other.	  	  Mesothelia	  cells	  were	  previously	  considered	  passive	  cells;	  however,	  there	  is	  now	  compelling	  evidence	  to	  highlight	  their	  critical	  role	  in	  antigen	  presentation,	  inflammation,	  wound	  healing,	  and	  transport	  of	  fluids	  and	  cells	  across	  the	  serosal	  cavities	  (Mutsaers	  &	  Wilkosz	  2007).	  	  
Mesothelium	  and	  Wound	  Healing	  Injured	  peritoneal	  surface	  has	  been	  shown	  to	  result	  in	  enhanced	  peritoneal	  tumor	  dissemination	  and	  tumor	  growth.	  	  Damage	  to	  the	  peritoneal	  surface	  may	  be	  caused	  by	  tissue	  handling	  and	  drying	  out	  during	  laparotomy	  or	  increased	  intra-­‐abdominal	  pressure	  during	  CO2	  laparoscopy	  (Bouvy	  et	  al	  1996,	  Gutt	  et	  al	  2001,	  Mathew	  et	  al	  1997,	  Thome	  et	  al	  2009).	  	  Peritoneal	  fibrosis	  occurs	  in	  peritoneal	  dialysis	  patients	  in	  response	  to	  a	  variety	  of	  injuries	  such	  as	  bioincompatible	  low	  pH	  of	  dialysis	  solution,	  peritonitis	  uremia	  and	  chronic	  inflammation	  (Margetts	  et	  al	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2005).	  	  Fibrosis	  is	  a	  beneficial	  process	  in	  wound	  healing,	  because	  it	  allows	  wound	  healing,	  re-­‐epithelization,	  and	  restoration	  of	  normal	  tissue	  function	  (Mutsaers	  et	  al	  1997).	  	  In	  response	  to	  injury,	  cells	  in	  tissue	  adjacent	  to	  the	  damaged	  area	  initiate	  a	  cascade	  of	  events	  necessary	  to	  restore	  tissue	  function.	  	  Studies	  have	  shown	  that	  continuous	  ambulatory	  peritoneal	  dialysis	  can	  cause	  injury	  to	  the	  peritoneal	  surface	  resulting	  in	  denudation	  of	  mesothelial	  cells	  and,	  ultimately,	  tissue	  fibrosis	  (Krediet	  1999,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  
In	  vitro	  studies	  have	  shown	  that	  both	  endometrial	  stromal	  and	  epithelial	  cells	  can	  adhere	  to	  intact	  peritoneal	  mesothelium	  within	  one	  hour	  (Witz	  et	  al	  2002,	  Witz	  et	  al	  2001).	  After	  attachment,	  endometrial	  cells	  can	  proliferate	  and	  slowly	  invade	  through	  the	  mesothelial	  layer	  within	  18-­‐24	  hours	  (Witz	  et	  al	  2002).	  	  This	  attachment	  and	  invasion	  can	  cause	  injury	  to	  the	  peritoneal	  surface	  and	  as	  a	  result	  activate	  mesothelial	  inflammatory	  responses	  due	  to	  increased	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  aiming	  to	  clear	  the	  peritoneal	  cavity	  of	  the	  ectopic	  endometriotic	  cells	  and	  tissue	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007).	  The	  mechanisms	  involved	  in	  endometrial	  cell	  attachment	  to	  the	  peritoneum	  remain	  poorly	  defined	  because	  little	  is	  known	  about	  the	  expression	  of	  cell	  adhesion	  molecules	  at	  the	  mesothelial	  cell	  surface.	  	  Integrin	  expression	  by	  ovarian	  cancer	  cells	  has	  been	  implicated	  in	  the	  binding	  of	  cancer	  cells	  to	  mesothelial	  cells	  (Lessan	  et	  al	  1999,	  Strobel	  &	  Cannistra	  1999).	  	  Integrins	  are	  heterodimeric,	  transmembrane	  proteins	  composed	  of	  an	  α	  and	  β	  subunit	  that	  mediate	  cell-­‐cell	  and	  cell-­‐extracellular	  matrix	  interactions	  (Hynes	  1992).	  	  Previous	  studies	  have	  shown	  the	  localization	  of	  integrin	  in	  mesothelial	  cells.	  	  Both	  α2β1	  (collagen-­‐laminin	  receptor)	  and	  α3β1	  
 8 
integrins	  (collagen-­‐laminin-­‐fibronectin	  receptor)	  are	  present	  at	  the	  base	  of	  mesothelial	  cells,	  which	  suggests	  a	  role	  for	  these	  molecules	  in	  adhesion	  to	  the	  basement	  membrane.	  	  The	  presence	  of	  these	  molecules	  at	  the	  surface	  of	  mesothelial	  cells	  suggests	  a	  potential	  site	  for	  cell	  adhesion	  in	  processes	  such	  as	  endometriosis	  and	  cancer	  metastisis	  (Witz	  et	  al	  2003,	  Witz	  et	  al	  2000).	  	  	  Injuries	  to	  the	  mesothelium	  such	  as	  peritoneal	  dialysis	  can	  induce	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  resulting	  in	  secretion	  of	  specific	  growth	  factors	  and	  cytokines	  that	  can	  induce	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  
In	  vitro	  studies	  done	  by	  Yanez-­‐Mo	  has	  demonstrated	  that	  inflicting	  a	  mechanical	  wound	  in	  confluent	  monolayer	  mesothelial	  cells	  can	  cause	  these	  cells	  to	  become	  more	  fibroblast-­‐like	  both	  in	  front	  and	  behind	  the	  layer	  of	  the	  migrating	  cells	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  These	  data	  suggest	  the	  involvment	  of	  EMT	  in	  wound	  healing	  in	  mesothelial	  cells.	  The	  wound	  repair	  process	  is	  regulated	  by	  a	  number	  of	  cytokines	  and	  growth	  factors	  (Huet	  et	  al	  2008).	  	  Exposure	  of	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  to	  cytokines	  such	  as	  transforming	  growth	  factor	  beta	  (TGF-­‐β),	  or	  interleukin-­‐1	  (IL-­‐1)	  can	  cause	  mesothelial	  cells	  to	  change	  their	  morphology	  and	  undergo	  EMT	  (Margetts	  et	  al	  2005),	  which	  can	  result	  in	  localization	  of	  matrix	  metalloproteinases	  (MMPs)	  such	  as	  MMP-­‐2	  to	  the	  surface	  of	  the	  cells	  by	  a	  specific	  integrin,	  αvβ3	  (Brooks	  et	  al	  1996).	  	  Localization	  of	  MMPs	  at	  the	  surfaces	  of	  cells	  has	  a	  major	  role	  in	  the	  motility	  of	  malignant	  cells	  (Brooks	  et	  al	  1996).	  	  In	  the	  peritoneal	  fluid	  of	  patients	  undergoing	  peritoneal	  dialysis	  there	  is	  an	  increase	  in	  levels	  of	  these	  cytokines	  (Naiki	  et	  al	  2003,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  TGF-­‐β1	  can	  also	  induce	  prolonged	  submesothelial	  fibrosis	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associated	  with	  increased	  expression	  of	  αSMA	  in	  myofibroblasts	  in	  the	  interstitum	  (Margetts	  &	  Bonniaud	  2003,	  Margetts	  et	  al	  2005).	  	  The	  myofibroblast	  is	  a	  key	  regulator	  of	  ECM	  (Powell	  et	  al	  1999)	  and	  its	  presence	  is	  associated	  with	  fibrogenic	  diseases	  such	  as	  pulmonary	  fibrosis	  (Gauldie	  et	  al	  1999)	  and	  peritoneal	  fibrosis	  (Margetts	  et	  al	  2001,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  In	  vitro	  studies	  have	  demonstrated	  that	  IL-­‐1	  can	  lead	  to	  up-­‐regulation	  of	  several	  ECM	  components	  such	  as	  fibronectin,	  collagen	  (Yang	  et	  al	  1999),	  and	  plasminogen	  activator	  inhibitor	  (Mandl-­‐Weber	  et	  al	  2001)	  gene	  expression	  in	  peritoneal	  mesothelial	  cells.	  	  Recent	  studies	  have	  demonstrated	  that	  the	  mesothelial	  cells	  and	  the	  EMT	  process	  can	  be	  the	  potential	  explanation	  for	  the	  origin	  of	  myofibroblasts	  in	  peritoneal	  tissues	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003,	  Yang	  et	  al	  2003).	  	  Although	  EMT	  can	  be	  induced	  in	  most	  cultured	  epithelial	  cells	  with	  different	  treatments	  such	  as	  IL-­‐1	  and	  TGF-­‐β1,	  this	  process	  occurs	  only	  during	  embryonic	  development,	  wound	  healing	  and	  tumor	  progression	  (Birchmeier	  et	  al	  1996,	  Hay	  1995).	  	  
Matrix	  Metalloproteinases	  Matrix	  metalloproteinases	  (MMPs)	  play	  an	  important	  role	  in	  ECM	  remodeling	  of	  many	  tissues,	  and	  as	  the	  only	  enzymes	  capable	  of	  degrading	  a	  number	  of	  ECM	  macromolecules,	  they	  are	  also	  likely	  to	  have	  a	  role	  in	  the	  human	  endometrium.	  	  MMPs	  are	  a	  subfamily	  of	  zinc-­‐	  and	  calcium-­‐dependent	  enzymes	  belonging	  to	  the	  metzincin	  superfamily	  with	  gene	  structure	  homology	  with	  interstitial	  collagenase	  (MMP-­‐1)	  (Nagase	  et	  al	  1992,	  Rawdanowicz	  et	  al	  1994).	  	  Together,	  the	  MMPs	  are	  capable	  of	  degrading	  most	  ECM	  components,	  including	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several	  types	  of	  collagens,	  gelatins,	  proteoglycans,	  laminin,	  fibronectin,	  and	  elastin	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007).	  	  In	  addition,	  they	  can	  process	  a	  large	  number	  of	  non-­‐ECM	  proteins,	  such	  as	  growth	  factors,	  cytokines,	  chemokines,	  cell	  receptors,	  serine	  proteinase	  inhibitors	  and	  other	  MMPs,	  and	  thereby	  regulate	  the	  activity	  of	  these	  compounds	  (Butler	  &	  Overall	  2009,	  Hadler-­‐Olsen	  et	  al	  2011,	  Morrison	  et	  al	  2009).	  In	  the	  normal	  endometrium,	  numerous	  MMPs	  are	  cyclically	  expressed.	  	  These	  MMPs	  are	  regulated	  by	  changes	  in	  levels	  of	  ovarian	  estradiol	  and	  progesterone	  production	  that	  mediate	  distinct	  patterns	  of	  endometrial	  growth	  and	  differentiation	  across	  each	  menstrual	  cycle.	  	  The	  stromal	  cells	  of	  endometrium	  express	  several	  MMPs	  such	  as	  MMP-­‐1,	  -­‐2,	  -­‐3,	  -­‐9	  and	  -­‐11	  during	  specific	  phases	  of	  the	  menstrual	  cycle	  (Kaitu'u	  et	  al	  2005,	  Rawdanowicz	  et	  al	  1994,	  Vincent	  et	  al	  2000).	  	  For	  example,	  in	  an	  early	  study	  of	  MMP	  expression,	  mRNAs	  for	  MMP-­‐1,	  MMP-­‐3,	  and	  MMP-­‐7	  were	  only	  found	  to	  be	  expressed	  following	  menstrual	  breakdown	  as	  the	  endometrium	  initiated	  a	  new	  cycle	  of	  growth	  and	  repair	  during	  the	  estrogen-­‐dominant	  proliferation	  phase	  (Rodgers	  et	  al	  1994,	  Rodgers	  et	  al	  1993).	  	  In	  contrast,	  after	  ovulation	  when	  progesterone	  levels	  increase,	  expression	  of	  MMPs	  decrease,	  and	  they	  remain	  largely	  undetectable	  until	  steroid	  levels	  begin	  to	  fall	  at	  the	  end	  of	  the	  cycle	  (Rodgers	  et	  al	  1994,	  Rodgers	  et	  al	  1993).	  	  Recent	  studies	  have	  shown	  that	  progesterone	  limits	  the	  effects	  of	  pro-­‐inflammatory	  cytokines,	  including	  IL-­‐1α,	  IL-­‐1β,	  and	  TNF-­‐α,	  which	  are	  potent	  stimulators	  of	  MMP	  expression	  during	  menstruation	  (Keller	  et	  al	  2000,	  Osteen	  et	  al	  2002,	  Singer	  et	  al	  2000,	  Singer	  et	  al	  1999).	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MMPs	  can	  also	  be	  released	  by	  leucocytes,	  and	  the	  interactions	  between	  leucocytes	  and	  endometrial	  cells,	  both	  epithelial	  and	  stromal,	  can	  induce	  and	  activate	  MMPs	  (Lathbury	  &	  Salamonsen	  2000,	  Salamonsen	  &	  Lathbury	  2000,	  Salamonsen	  et	  al	  2002,	  Salamonsen	  et	  al	  2000).	  Throughout	  the	  proliferative	  phase	  of	  the	  menstrual	  cycle	  tissue	  inhibitors	  of	  metalloproteinases	  (TIMPs),	  including	  TIMP-­‐1,	  TIMP-­‐2,	  and	  TIMP-­‐3	  remain	  constant.	  	  As	  a	  result,	  production	  and	  activation	  of	  MMPs	  are	  major	  players	  that	  alter	  the	  MMPs/TIMPs	  ratio,	  resulting	  in	  tissue	  breakdown	  (Bruner-­‐Tran	  et	  al	  2002,	  Rodgers	  et	  al	  1994,	  Salamonsen	  et	  al	  1997,	  Zhang	  &	  Salamonsen	  1997).	  	  
Cytokines	  During	  the	  proliferative	  phase	  of	  menstrual	  cycle,	  endometrial	  cell	  proliferation	  and	  growth	  is	  regulated	  by	  the	  rising	  levels	  of	  oestrogens	  and	  the	  secretion	  of	  specific	  regulatory	  molecules	  such	  as	  MMPs	  and	  cytokines,	  such	  as	  TGF-­‐β,	  IL-­‐1	  and	  tumor	  necrosis	  factor-­‐α	  (TNF-­‐α)	  (Birkedal-­‐Hansen	  et	  al	  1993,	  Woessner	  1991).	  	  Cytokines,	  epidermal	  growth	  factor	  (EGF),	  and	  their	  receptors	  in	  particular,	  are	  known	  as	  the	  main	  mediators	  of	  cell	  proliferation	  affecting	  both	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  of	  endometrium	  (Sivridis	  &	  Giatromanolaki	  2004,	  Sugino	  et	  al	  2002).	  	  Cytokines	  and	  growth	  factors	  such	  as	  TGF-­‐β,	  IL-­‐1	  and	  IL-­‐6,	  and	  TNF-­‐α	  are	  also	  secreted	  from	  activated	  peritoneal	  macrophages	  and	  are	  known	  to	  induce	  proliferation	  and	  neovascularization	  (Donnez	  et	  al	  1998,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Margetts	  et	  al	  2005,	  Patel	  et	  al	  2009,	  Wieser	  et	  al	  2002).	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Virtually	  all	  cells	  can	  synthesize	  TGF-­‐β	  and	  express	  its	  receptors	  (Moustakas	  et	  al	  2001).	  	  Many	  members	  of	  the	  TGF-­‐β	  superfamily	  are	  differentially	  expressed	  by	  human	  endometrium	  at	  different	  stages	  of	  the	  menstruation	  cycle	  (Jones	  et	  al	  2006).	  	  For	  instance,	  mRNA	  and	  protein	  expression	  of	  TGF-­‐β2	  start	  to	  rise	  at	  mid-­‐late	  secretory	  phase	  and	  decline	  after	  menstruation	  (Gaide	  Chevronnay	  et	  al	  2008).	  	  TGF-­‐β3	  increases	  at	  menstruation,	  but	  in	  contrast,	  TGF-­‐β1	  and	  TGF-­‐β2	  remain	  high	  during	  the	  proliferative	  phase	  (Gaide	  Chevronnay	  et	  al	  2008).	  Earlier	  studies	  have	  demonstrated	  that	  the	  TGF-­‐β2	  isofom	  is	  predominantly	  present	  in	  the	  stroma	  whereas	  other	  isoforms,	  namely	  TGF-­‐β1	  and	  TGF-­‐β3	  are	  present	  in	  both	  uterine	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  (Godkin	  &	  Dore	  1998,	  Gold	  et	  al	  1994).	  	  Recent	  studies	  have	  shown	  that	  although	  TGF-­‐βs	  are	  synthesized	  mainly	  in	  the	  stroma	  cells,	  glandular	  epithelial	  and	  macrophages	  also	  secrete	  TGF-­‐βs	  into	  the	  uterine	  fluid,	  where	  implantation	  takes	  place	  (Johnson	  et	  al	  2005,	  Komiyama	  et	  al	  2007,	  Omwandho	  et	  al).	  	  TGF-­‐β	  receptors,	  TβIR	  and	  TβIIR,	  are	  localized	  in	  both	  stroma	  as	  well	  as	  the	  epithelial	  cells	  of	  endometrium	  (Gaide	  Chevronnay	  et	  al	  2008).	  	  However,	  expression	  of	  TβIIR	  was	  found	  to	  be	  higher	  in	  both	  cellular	  compartments	  than	  expression	  of	  TβIR	  (Gaide	  Chevronnay	  et	  al	  2008).	  	  These	  observations	  suggest	  a	  role	  of	  the	  TGF-­‐βs	  in	  the	  normal	  function	  of	  the	  human	  endometrium.	  TGF-­‐βs	  are	  associated	  with	  cell	  prolifereation,	  differentiation,	  apoptosis	  and	  tissue	  remodeling,	  and	  they	  have	  instrumental	  roles	  in	  regulating	  cellular	  events	  involved	  in	  menstruation,	  proliferation,	  decidualisation	  and	  the	  establishment	  of	  pregnancy	  (Omwandho	  et	  al	  2010).	  Expression	  of	  TGF-­‐β1	  increases	  in	  the	  epithelial	  cells	  of	  endometriotic	  cysts	  (Tamura	  et	  al	  1999)	  and	  can	  increase	  the	  apoptotic	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susceptibility	  in	  endometrial	  epithelial	  cells	  (Tanaka	  &	  Umesaki	  2000).	  	  Furthermore,	  the	  peritoneal	  fluid	  of	  patients	  with	  endometriosis	  has	  been	  shown	  to	  have	  elevated	  levels	  of	  TGF-­‐β1	  (Buyalos	  et	  al	  1992,	  Fakih	  et	  al	  1987,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  In	  summary,	  there	  are	  three	  fundamental	  activities	  for	  this	  superfamily:	  1)	  TGF-­‐β	  modulates	  cell	  proliferation,	  generally	  as	  a	  suppressor	  (Omwandho	  et	  al	  2010)	  2)	  TGF-­‐β	  enhances	  the	  deposition	  of	  ECM	  by	  maintaining	  the	  integrity	  of	  the	  ECM	  and	  preventing	  the	  breakdown	  of	  the	  endometrial	  tissue	  (Tabibzadeh	  2002)	  3)	  TGF-­‐β	  is	  immunosuppressive	  through	  a	  variety	  of	  mechanisms	  (Shull	  et	  al	  1992)	  by	  targeting	  lymphocytes,	  especially	  regulatory	  T-­‐cells,	  cytolytic	  T-­‐cells,	  natural	  killer	  T-­‐cells	  and	  macrophages	  (Pardali	  &	  Moustakas	  2007).	  Interleukins	  are	  polypeptide	  cytokine	  components	  of	  the	  immune	  system.	  	  They	  were	  originally	  described	  as	  modulators	  of	  immunoregulatory	  and	  inflammatory	  activities.	  	  The	  IL-­‐1	  polypeptide	  family	  includes	  IL-­‐1α,	  IL-­‐1β,	  and	  an	  inhibitor,	  IL-­‐1	  antagonist	  (IL-­‐1a).	  	  Both	  α	  and	  β	  forms	  of	  IL-­‐1	  share	  the	  same	  receptor	  and	  trigger	  similar	  responses	  in	  target	  cells	  (Simon	  et	  al	  1994).	  	  After	  stimulation	  by	  various	  factors	  (e.g.	  endotoxins),	  IL-­‐1β	  is	  mainly	  secreted	  by	  mononuclear	  cells,	  including	  monocytes	  and	  macrophages,	  in	  response	  to	  infections	  (Dinarello	  2005)	  and	  acts	  as	  a	  potent	  stimulator	  of	  T-­‐	  and	  B-­‐lymphocytes	  (Fischer	  et	  al	  2010,	  Kauma	  2000).	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The	  immune	  system	  is	  believed	  to	  be	  involved	  in	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis,	  and	  the	  lack	  of	  adequate	  immune	  surveillance	  in	  the	  peritoneum	  is	  considered	  to	  be	  a	  causative	  factor	  in	  this	  disorder.	  	  Once	  endometriotic	  lesions	  are	  formed,	  they	  secrete	  several	  pro-­‐inflammatory	  cytokines.	  	  There	  are	  substantial	  data	  on	  the	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  with	  increased	  cytokine	  production	  in	  women	  with	  endometriosis	  (Buyalos	  et	  al	  1992,	  Fakih	  et	  al	  1987,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  In	  women	  with	  endometriosis,	  the	  peritoneal	  fluid	  has	  high	  concentrations	  of	  cytokines,	  growth	  factors,	  and	  angiogenic	  factors,	  originating	  from	  the	  lesions	  themselves	  and	  from	  macrophages	  and	  other	  immune	  cells	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007,	  Giudice	  &	  Kao	  2004).	  	  The	  role	  of	  cytokines	  namely	  IL-­‐1,	  TNFα,	  and	  TGF-­‐β	  is	  important	  because	  these	  substances	  can	  modulate	  chemotactic	  factors,	  which	  in	  turn,	  recruit	  macrophages	  and	  T-­‐lymphocytes	  to	  the	  peritoneum	  (Giudice	  &	  Kao	  2004).	  Remodeling	  of	  endometrial	  tissues	  during	  menstruation	  is	  regulated	  by	  ovarian	  steroids	  as	  well	  as	  by	  various	  cytokines	  that	  are	  secreted	  in	  endocrine,	  paracrine,	  and	  autocrine	  fashions	  (Tanaka	  &	  Umesaki	  2000).	  	  Cytokines	  are	  known	  to	  regulate	  cell	  growth	  and	  selective	  cell	  death	  in	  various	  types	  of	  tissues	  such	  as	  endometrium.	  	  The	  presence	  of	  IL-­‐1β	  in	  the	  endometrium	  of	  several	  species,	  including	  humans	  (Kauma	  2000),	  mice	  (Lee	  et	  al	  2005),	  pigs	  (Ross	  et	  al	  2003),	  and	  cattle	  (Paula-­‐Lopes	  et	  al	  1999)	  supports	  the	  idea	  that	  this	  cytokine	  may	  play	  an	  important	  role	  in	  regulating	  endometrial	  function	  (Fischer	  et	  al	  2010).	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  both	  TGF-­‐β	  and	  IL-­‐1β	  can	  increase	  apoptotic	  susceptibility	  in	  endometrial	  epithelial	  cells	  (Tanaka	  &	  Umesaki	  2000).	  	  Human	  endometrial	  cells	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can	  produce	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β	  (Ammala	  et	  al	  1995,	  Frank	  et	  al	  1995,	  Simon	  et	  al	  1994)	  as	  well	  as	  EGF	  (Haining	  et	  al	  1991a,	  Haining	  et	  al	  1991b,	  Hofmann	  et	  al	  1991).	  	  Moreover,	  their	  specific	  cytokine	  receptors	  including	  TGF-­‐β	  receptor	  (Dumont	  et	  al	  1995,	  Tang	  et	  al	  1994),	  IL-­‐1	  receptor	  (Simon	  et	  al	  1994),	  as	  well	  as	  EGF	  receptor	  (Taketani	  et	  al	  1989,	  Watson	  et	  al	  1998)	  are	  also	  reported	  to	  be	  highly	  expressed	  on	  endometrial	  epithelial	  cells.	  IL-­‐1β	  is	  a	  potent	  inducer	  of	  MMP-­‐3,	  which	  can	  increase	  invasiveness	  of	  ectopic	  cells	  and	  uterine	  endometrial	  fragments	  in	  endometriosis	  patients	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007,	  Sillem	  et	  al	  1996,	  Sillem	  et	  al	  2001).	  	  IL-­‐1α,	  on	  the	  other	  hand,	  is	  a	  main	  stimulator	  of	  MMP-­‐1	  (Hudelist	  et	  al	  2005).	  	  Studies	  have	  shown	  that	  both	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  of	  endometrium	  of	  women	  with	  endometriosis	  have	  elevated	  levels	  of	  MMP-­‐1	  and	  IL-­‐1α	  compared	  to	  eutopic	  endometrium	  (Hudelist	  et	  al	  2005).	  	  The	  increased	  expression	  of	  both	  matrix	  mettaloproteinases	  and	  their	  major	  stimulatory	  cytokines	  in	  endometriotic	  lesions	  clearly	  suggest	  their	  involvement	  in	  the	  pathogenic	  mechanisms	  leading	  to	  local	  invasion	  and	  tissue	  remodeling	  and	  destruction.	  	  
Extracellular	  Matrix	  Metalloproteinase	  Protein	  Inducer	  (EMMPRIN)	  The	  production	  and	  activation	  of	  MMPs	  are	  tightly	  regulated	  by	  complex	  mechanisms	  aimed	  at	  maintaining	  proper	  ECM	  turnover.	  	  Factors	  involved	  in	  ECM	  turnover	  include	  cytokines,	  growth	  factors	  and	  hormones.	  	  However,	  in	  the	  diseased	  state	  such	  as	  cancer,	  there	  is	  also	  often	  a	  high	  level	  of	  MMP	  activity	  at	  the	  tumor-­‐stroma	  interface,	  suggesting	  the	  existence	  of	  an	  additional	  mechanism	  for	  MMP	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expression	  (Gabison	  et	  al	  2005).	  	  The	  increased	  MMP	  activity	  in	  cancerous	  tissues	  was	  primarily	  thought	  to	  be	  due	  to	  tumor	  cell	  production	  of	  the	  enzymes	  needed	  for	  the	  invasion	  and	  metastatic	  spread.	  	  It	  was	  later	  realized	  that	  many	  of	  the	  MMPs	  present	  in	  the	  tumor	  tissue	  microenvironment	  are	  expressed	  by	  the	  stromal	  cells	  rather	  than	  by	  the	  tumor	  cells	  themselves	  (Gabison	  et	  al	  2005).	  	  A	  search	  for	  an	  MMP	  inducing	  factors	  in	  tumor	  cells,	  led	  to	  the	  identification	  of	  glycosylated	  transmembrane	  protein	  EMMPRIN	  (Ellis	  et	  al	  1989,	  Kataoka	  et	  al	  1993).	  The	  cDNA	  for	  human	  EMMPRIN	  encodes	  a	  protein	  that	  belongs	  to	  the	  immunoglobulin	  (Ig)	  superfamily	  (Biswas	  et	  al	  1995),	  and	  its	  sequence	  has	  been	  found	  to	  be	  identical	  to	  that	  of	  human	  basigin	  (Miyauchi	  et	  al	  1990).	  	  Homologues	  of	  EMMPRIN	  in	  other	  species	  have	  also	  been	  discovered,	  such	  as	  basigin	  or	  gp42	  in	  mouse	  (Miyauchi	  et	  al	  1990),	  OX47	  in	  rat	  (Fossum	  et	  al	  1991,	  Nehme	  et	  al	  1995)	  and	  5A11,	  HT7	  or	  neurothelin	  in	  chicken	  (Fadool	  &	  Linser	  1993,	  Seulberger	  et	  al	  1992).	  	  All	  these	  homologues	  are	  now	  called	  CD147	  and	  the	  term	  EMMPRIN	  reflects	  its	  Extracellular	  Matrix	  Metalloproteinase	  Inducer	  activity.	  	  The	  accepted	  gene	  name	  for	  EMMPRIN/CD147	  given	  in	  the	  genome	  project	  is	  basigin	  both	  in	  the	  mouse	  (Bsg,	  Mouse	  Genome	  Informatics)	  and	  human	  (BSG,	  LocusLink);	  the	  latter	  gene	  is	  present	  on	  human	  chromosome	  19	  (Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003).	  EMMPRIN	  is	  composed	  of	  two	  immunoglobulin	  domains	  in	  the	  extracellular	  region,	  a	  single	  transmembrane	  domain,	  and	  a	  short	  cytoplasmic	  domain	  containing	  39	  amino	  acids	  (aa)	  (Biswas	  et	  al	  1995,	  Miyauchi	  et	  al	  1991,	  Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003).	  	  The	  extracellular	  region	  contains	  three	  Asn	  glycosylation	  sites	  (Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003),	  but	  the	  glycan	  portion	  of	  the	  molecule	  varies	  in	  different	  cells	  or	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tissue	  types.	  The	  different	  glycosylation	  patterns	  of	  the	  native	  28-­‐kDa	  protein	  account	  for	  its	  variable	  molecular	  weight,	  ranging	  between	  44	  and	  66	  kDa	  (Biswas	  et	  al	  1995).	  	  The	  transmembrane	  region	  consists	  of	  24	  aa	  and	  is	  completely	  conserved	  among	  human,	  mouse	  and	  chicken,	  indicating	  the	  importance	  of	  this	  region	  in	  the	  function	  of	  the	  molecule	  (Miyauchi	  et	  al	  1991).	  	  The	  presence	  of	  the	  charged	  amino	  acid	  Glu	  in	  the	  middle	  of	  this	  domain	  is	  not	  commonly	  encountered	  in	  other	  membrane	  proteins	  and	  implies	  that	  EMMPRIN	  can	  associate	  with	  other	  transmembrane	  proteins	  (Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003).	  The	  intracellular	  domain	  EMMPRIN	  is	  also	  well	  conserved	  among	  species	  (Miyauchi	  et	  al	  1991)	  and	  may	  be	  responsible	  for	  transferring	  external	  signals	  into	  the	  cells.	  	  Co-­‐transfection	  of	  EMMPRIN	  expression	  vectors	  with	  different	  tags	  and	  cross-­‐linking	  experiments	  suggested	  that	  the	  molecules	  can	  associate	  with	  each	  other	  on	  the	  plasma	  membrane,	  forming	  homo-­‐oligomers	  in	  a	  cis-­‐dependent	  manner	  via	  the	  N-­‐terminally	  located	  Ig-­‐like	  domain.	  	  This	  interaction	  can	  result	  in	  the	  overall	  affinity	  increase	  of	  EMMPRIN	  on	  the	  cell	  surface	  (Fadool	  &	  Linser	  1996,	  Yoshida	  et	  al	  2000).	  	  Blocking	  antibodies	  against	  the	  first	  Ig	  domain	  (Biswas	  et	  al	  1995,	  Sun	  &	  Hemler	  2001)	  as	  well	  as	  peptides	  derived	  from	  the	  second	  20	  aa	  of	  this	  domain	  were	  found	  to	  block	  EMMPRIN	  activity.	  	  These	  data	  suggest	  that	  Ig	  domains	  are	  involved	  in	  activating	  MMPs	  (Biswas	  et	  al	  1995,	  Sun	  &	  Hemler	  2001)	  possibly	  by	  interfering	  with	  EMMPRIN	  oligomerization	  (Nabeshima	  et	  al	  2004).	  To	  date,	  four	  different	  human	  isoforms	  of	  EMMPRIN	  have	  been	  identified.	  	  Previous	  studies	  have	  identified	  isoform	  1	  (Hanna	  et	  al	  2003,	  Ochrietor	  et	  al	  2003),	  which	  is	  only	  expressed	  in	  the	  retina,	  and	  isoform	  2	  (Belton	  et	  al	  2008,	  Deora	  et	  al	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2004,	  Miyauchi	  et	  al	  1991),	  expressed	  in	  most	  tumor	  and	  fibroblast	  cells.	  	  EMMPRIN	  isoform	  2	  consists	  of	  a	  highly	  conserved	  transmembrane	  sequence,	  can	  associate	  with	  the	  integrins	  α3β1	  and	  α6β1	  within	  the	  plasma	  membrane,	  and	  acts	  as	  a	  cell	  surface	  receptor	  for	  soluble	  EMMPRIN	  (Berditchevski	  et	  al	  1997).	  	  All	  EMMPRIN	  isoforms	  are	  differentially	  glycosylated	  on	  Asn	  residues,	  which	  result	  in	  significant	  variation	  in	  their	  molecular	  weights	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Recent	  studies	  however,	  have	  demonstrated	  two	  additional	  novel	  isoforms	  of	  human	  EMMPRIN	  in	  both	  fibroblast	  and	  tumor	  cells,	  isoforms	  3	  and	  -­‐4	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Cell	  fractiontination	  studies	  have	  indicated	  that	  EMMPRIN	  3	  protein	  is	  present	  in	  small	  amounts	  and	  is	  found	  within	  the	  cytoplasmic	  fraction	  of	  the	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Although	  the	  functions	  of	  EMMPRIN-­‐3	  and	  -­‐4	  are	  still	  unknown,	  studies	  done	  by	  Belton	  et	  al.	  has	  demonstrated	  that	  soluble	  EMMPRIN	  can	  rapidly	  be	  internalized	  after	  binding	  to	  EMMPRIN-­‐2	  in	  the	  cell	  membrane,	  resulting	  in	  the	  interaction	  between	  the	  ligand	  and	  EMMPRIN-­‐3	  protein	  (Belton	  et	  al	  2008).	  Depending	  on	  the	  cell	  type,	  EMMPRIN	  can	  stimulate	  production	  of	  MMP-­‐1	  (interstitial	  collagenase),	  MMP-­‐2	  (gelatinase	  A)	  and	  MMP-­‐3	  (stromelysin	  1),	  but	  has	  no	  effect	  on	  their	  physiological	  inhibitors	  TIMP-­‐1	  or	  TIMP-­‐2,	  therefore,	  shifting	  the	  collagen	  degradation	  balance	  towards	  MMP	  production	  and	  activation	  (Gabison	  et	  al	  2005,	  Guo	  et	  al	  1997,	  Taylor	  et	  al	  2002).	  	  The	  stimulation	  of	  the	  membrane	  type	  MMPs	  (MT-­‐MMPs)	  as	  well	  as	  an	  increased	  activation	  of	  MMP-­‐2	  were	  also	  reported	  in	  some	  cases	  (Kanekura	  &	  Chen	  2010,	  Kanekura	  et	  al	  2002,	  Sameshima	  et	  al	  2000),	  suggesting	  that	  different	  cell	  types	  may	  produce	  different	  MMPs	  in	  response	  to	  EMMPRIN	  (Kanekura	  &	  Chen	  2010,	  Kanekura	  et	  al	  2002,	  Toole	  2003).	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As	  EMMPRIN	  expression	  is	  often	  elevated	  on	  human	  tumor	  cells	  and	  was	  shown	  to	  increase	  tumor	  cell	  invasion,	  most	  studies	  so	  far	  focused	  on	  its	  role	  in	  cancer	  progression.	  	  However,	  EMMPRIN	  has	  a	  broader	  tissue	  distribution	  and	  has	  also	  been	  shown	  to	  be	  expressed	  on	  activated	  T	  cells	  (Kanekura	  et	  al	  2002),	  on	  differentiated	  macrophages	  (Major	  et	  al	  2002),	  on	  retinal	  pigment	  epithelium	  (Marmorstein	  et	  al	  1998),	  in	  the	  endometrium	  (Noguchi	  et	  al	  2003),	  and	  in	  normal	  human	  keratinocytes	  (DeCastro	  et	  al	  1996).	  	  EMMPRIN	  is	  variably	  expressed	  during	  different	  stages	  of	  the	  menstrual	  cycle.	  	  In	  vivo	  studies	  have	  demonstrated	  that	  at	  the	  proliferative	  phase	  of	  menstruation,	  EMMPRIN	  was	  mainly	  expressed	  in	  the	  glandular	  epithelium,	  while	  in	  secretory	  phase	  of	  the	  menstrual	  cycle,	  EMMPRIN	  was	  expressed	  both	  in	  epithelial	  as	  well	  as	  stromal	  cells	  (Noguchi	  et	  al	  2003).	  	  On	  the	  other	  hand,	  EMMPRIN	  is	  constitutively	  produced	  in	  primary	  epithelial	  and	  stromal	  of	  endometrium	  (Noguchi	  et	  al	  2003).	  The	  presence	  of	  EMMPRIN	  in	  non-­‐tumor	  tissues	  suggests	  a	  role	  in	  other	  physiological	  and/or	  pathological	  functions,	  which	  may	  be	  associated	  with	  increased	  MMP	  expression.	  	  Studies	  have	  demonstrated	  that	  in	  endometriotic	  lesions	  both	  uterine	  cells	  and	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  express	  EMMPRIN	  protein	  and	  mRNA	  (Braundmeier	  et	  al	  2006).	  	  The	  expression	  of	  EMMPRIN	  by	  ectopic	  endometrium	  could	  be	  involved	  in	  stimulation	  of	  MMP	  production	  at	  the	  site	  of	  invasion	  into	  the	  peritoneal	  wall	  or	  on	  the	  surface	  of	  the	  ovary.	  	  EMMPRIN	  might	  also	  be	  involved	  in	  initial	  establishment	  of	  these	  lesions,	  since	  EMMPRIN	  is	  known	  to	  bind	  to	  itself	  through	  homophilic	  interactions	  and	  is	  thought	  to	  serve	  as	  an	  attachment	  molecule	  (Sun	  &	  Hemler	  2001).	  	  The	  fact	  that	  both	  ectopic	  endometrium	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and	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  express	  this	  protein,	  suggests	  that	  EMMPRIN	  might	  be	  involved	  in	  the	  initial	  attachment	  of	  endometrial	  cells	  to	  the	  peritoneal	  mesothelium	  via	  homophilic	  interactions,	  which	  results	  in	  establishment	  of	  endometriotic	  lesions	  (Braundmeier	  et	  al	  2006).	  EMMPRIN	  can	  also	  bind	  to	  other	  cellular	  components,	  which	  may	  participate	  in	  regulating	  its	  function.	  	  Immunoprecipitation	  and	  colocalization	  studies	  have	  shown	  that	  a	  large	  proportion	  of	  β1,	  especially	  the	  α3β1	  integrin,	  was	  physically	  associated	  with	  EMMPRIN,	  in	  particular	  in	  regions	  of	  cell-­‐cell	  contacts	  (Berditchevski	  et	  al	  1997).	  	  Signaling	  events	  induced	  by	  integrins	  were	  shown	  to	  influence	  MMP	  expression.	  	  The	  integrin	  α3β1,	  for	  example,	  was	  shown	  to	  regulate	  invasion	  by	  modulating	  MMP-­‐2	  in	  human	  glioma	  cells	  (Chintala	  et	  al	  1996,	  Gabison	  et	  al	  2005,	  Morini	  et	  al	  2000)	  and	  MMP-­‐9	  in	  mammary	  carcinoma	  cells	  (Morini	  et	  al	  2000).	  	  EMMPRIN	  was	  also	  shown	  to	  bind	  to	  MMP-­‐1	  at	  the	  tumor	  cell	  surface,	  potentially	  concentrating	  and	  localizing	  this	  collagen	  degrading	  enzyme	  at	  the	  tumor	  cell	  surface	  to	  promote	  cell	  invasion	  (Sidhu	  et	  al	  2004).	  Recent	  studies	  have	  shown	  that	  full	  length	  EMMPRIN	  is	  released	  from	  the	  surface	  of	  NCI-­‐H460	  fibroblast	  cells	  via	  microvesicle	  shedding	  and	  stimulates	  MMP-­‐1	  transcription.	  	  However,	  these	  vesicles	  are	  unstable	  and	  rapidly	  break	  down	  to	  release	  bioactive	  EMMPRIN	  (Sidhu	  et	  al	  2004).	  	  Vesicle	  shedding	  has	  been	  observed	  in	  normal	  cells	  under	  specific	  physiological	  conditions	  (Dainiak	  1991,	  Heijnen	  et	  al	  1999,	  MacKenzie	  et	  al	  2001),	  but	  tumor	  cells	  are	  known	  to	  shed	  microvessicles	  at	  higher	  rates	  (Black	  1980).	  	  Shedding	  of	  EMMPRIN	  from	  the	  plasma	  membrane	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represents	  another	  potential	  regulatory	  mechanism	  of	  its	  action.	  	  These	  results	  suggest	  that	  soluble	  EMMPRIN	  can	  act	  in	  a	  paracrine	  fashion.	  EMMPRIN	  release	  by	  vesicle	  shedding	  was	  shown	  to	  be	  controlled	  via	  cytoplasmic	  signaling	  mechanisms.	  	  These	  findings	  are	  supported	  by	  studies	  on	  the	  treatment	  of	  lung	  carcinoma	  cells	  NCI-­‐H460	  with	  the	  tumor	  promoter,	  PMA.	  	  Treatment	  of	  lung	  carcinoma	  with	  PMA	  showed	  an	  increase	  in	  microvesicle	  shedding	  (Sidhu	  et	  al	  2004).	  	  PMA	  is	  known	  to	  specifically	  stimulate	  signaling	  pathways	  involving	  protein	  kinase	  C	  (PKC),	  Ca2+,	  and	  Erk	  1/2	  (Cullen	  &	  Lockyer	  2002,	  Gutwein	  et	  al	  2000,	  Jaken	  1996).	  	  These	  data	  are	  further	  supported	  by	  the	  Sidhu	  group,	  indicating	  that	  inhibitors	  of	  PKC,	  Ca2+,	  and	  mitogen	  activated	  protein	  kinase	  kinase	  (MEK	  1/2),	  inhibited	  the	  ability	  of	  PMA	  to	  stimulate	  EMMPRIN	  release	  from	  lung	  carcinoma	  cells	  (Sidhu	  et	  al	  2004).	  
	  
Epithelial	  to	  Mesenchymal	  Transformation	  (EMT)	  During	  the	  earliest	  stages	  of	  embryonic	  development,	  cells	  of	  epithelial	  and	  mesenchymal	  origin	  participate	  in	  the	  developing	  organ	  structures	  and	  functions.	  	  However,	  these	  cell	  phenotypes	  are	  not	  permanent,	  and	  under	  specific	  conditions,	  epithelial	  and	  mesenchymal	  cells	  can	  convert	  to	  the	  other	  phenotype	  (Micalizzi	  et	  al).	  	  During	  normal	  embryogenesis,	  the	  EMT	  takes	  place	  as	  individual	  cells	  detach	  from	  a	  layer	  to	  migrate	  to	  a	  new	  location.	  	  These	  EMT	  regulated	  processes	  occur,	  for	  instance,	  during	  gastrulation	  and	  the	  formation	  of	  the	  primitive	  streak	  and	  somites	  (Acloque	  et	  al	  2009).	  	  EMT	  is	  a	  developmental	  process	  characterized	  by	  (Bonnomet	  et	  al	  2010,	  Chaffer	  et	  al	  2007,	  Demir	  et	  al	  2004,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003)	  loss	  of	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epithelial	  cell	  markers,	  gain	  of	  mesenchymal	  cell	  markers,	  changes	  in	  cellular	  morphology,	  and	  an	  increase	  in	  mobility	  and	  invasiveness	  (Bonnomet	  et	  al	  2010,	  Chaffer	  et	  al	  2007,	  Demir	  et	  al	  2004,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  EMT	  is	  a	  manifestation	  of	  epithelial	  plasticity	  during	  embryo	  and	  organ	  morphogenesis,	  wound	  healing,	  and	  tumor	  progression.	  	  During	  EMT,	  epithelial	  cells	  shift	  from	  an	  epithelial	  to	  a	  mesenchymal	  phenotype	  by	  reorganizing	  their	  cytoskeleton.	  	  Prior	  to	  transformation,	  epithelial	  cells	  lose	  their	  polygonal	  morphology,	  adhesion	  cell	  contacts,	  and	  cell	  polarity,	  and	  develop	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  with	  basal	  cytoplasmic	  projections,	  and	  an	  increase	  in	  cell	  motility	  (Demir	  et	  al	  2004,	  Hay	  1995,	  Hay	  &	  Zuk	  1995).	  Recently,	  it	  has	  been	  demonstrated	  that	  similar	  transformations	  occur	  during	  tumorigenesis,	  metastasis,	  and	  fibrosis	  (Kim	  et	  al	  2006,	  Santini	  et	  al	  1996,	  Wei	  et	  al	  2008).	  As	  epithelial	  cells	  undergo	  EMT,	  their	  intermediate	  filaments	  (IF)	  change	  from	  cytokeratin	  to	  vimentin,	  a	  cytoskeletal	  shift	  that	  seems	  to	  be	  mandatory	  for	  the	  start	  of	  the	  transformation	  process	  (Perez-­‐Pomares	  &	  Munoz-­‐Chapuli	  2002).	  	  The	  morphology	  of	  epithelial	  cells	  undergoing	  EMT	  change	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  and	  the	  cells	  show	  increased	  proliferation,	  become	  multilayered	  due	  to	  the	  loss	  of	  epithelial	  cell	  markers,	  such	  as	  epidermal	  keratins,	  and	  an	  increase	  in	  expression	  of	  mesenchymal	  cell	  markers,	  such	  as	  the	  intermediate	  filament	  vimentin	  (Connell	  &	  Rheinwald	  1983,	  Mendez	  et	  al	  2010,	  Zoltan-­‐Jones	  et	  al	  2003).	  	  During	  the	  EMT,	  epithelial	  cells	  lose	  their	  apical-­‐basal	  polarity	  and	  extensive	  adhesions	  to	  neighboring	  cells	  and	  basement	  membranes.	  	  The	  transitioning	  epithelial	  cells	  undergo	  a	  dramatic	  shape	  change	  resulting	  from	  modified	  cell-­‐cell	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and	  cell	  substrate	  adhesions,	  and	  then	  adopt	  an	  extensively	  flattened	  and	  elongated	  leading-­‐trailing	  mesenchyma	  morphology	  (Hay	  2005).	  	  At	  the	  same	  time,	  cytoskeletal	  IFs	  undergo	  a	  significant	  compositional	  change	  as	  epithelial	  cells,	  which	  normally	  express	  only	  keratin	  IFs,	  initiate	  the	  expression	  of	  vimentin	  IFs	  (Mendez	  et	  al	  2010).	  	  Because	  of	  this	  dramatic	  change	  in	  IF	  composition,	  vimentin	  expression	  has	  become	  a	  canonical	  marker	  of	  the	  EMT	  (Hay	  2005,	  Mendez	  et	  al	  2010).	  Vimentin	  is	  a	  type	  III	  IF	  protein	  that	  self	  assembles	  into	  homopolymer	  vimentin	  IF	  and	  can	  also	  form	  heteropolymers	  with	  other	  type	  III	  or	  IV	  IFs	  (Steinert	  et	  al	  1981).	  	  Keratin	  consists	  of	  type	  I	  and	  II	  IF	  proteins,	  which	  in	  equimolar	  ratios,	  assemble	  into	  heteropolymeric	  keratin	  IFs	  (Steinert	  et	  al	  1981).	  	  When	  vimentin	  and	  keratin	  IF	  networks	  are	  expressed	  within	  the	  same	  cell,	  they	  form	  two	  distinct	  networks,	  as	  they	  do	  not	  copolymerize	  (Franke	  et	  al	  1982).	  	  Studies	  have	  also	  shown	  that	  vimentin	  expression	  is	  up-­‐regulated	  in	  endometriotic	  lesions	  compared	  with	  normal	  uterine	  epithelium	  (Eyster	  et	  al	  2002,	  Zhang	  et	  al	  2006).	  
	  
EMT,	  Signaling	  Pathways	  and	  Transcription	  Factors	  Cytokines	  such	  as	  IL-­‐1,	  TGF-­‐β	  and	  TNF-­‐α	  are	  known	  inducers	  of	  several	  signaling	  cascades	  involved	  in	  inflammation	  as	  well	  as	  EMT	  in	  endometriotic	  epithelial	  cells	  (Braundmeier	  &	  Nowak	  2006,	  Denys	  et	  al	  2008,	  Grund	  et	  al	  2008,	  Yung	  et	  al	  1996).	  	  Multiple	  signaling	  proteins	  have	  been	  associated	  with	  the	  induction	  of	  EMT.	  	  Smad	  (Derynck	  &	  Zhang	  2003),	  Ras/MAPK(Oft	  et	  al	  2002),	  Integrin	  β-­‐1	  (Bhowmick	  et	  al	  2001),	  NF-­‐κB	  (Huber	  et	  al	  2004a,	  Huber	  et	  al	  2004b),	  and	  ERK	  (Xie	  et	  al	  2004)	  are	  only	  a	  few	  of	  these	  signaling	  proteins.	  	  For	  instance,	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TGF-­‐β	  can	  induce	  EMT	  both	  in	  Smad-­‐dependent	  and	  Smad-­‐independent	  signaling	  events	  (Massague	  2008,	  Moustakas	  &	  Heldin	  2007,	  Ozdamar	  et	  al	  2005).	  	  TGF-­‐β	  l	  initiates	  its	  signaling	  effect	  by	  activating	  a	  heteromeric	  receptor	  of	  two	  transmembrane	  serine/threonine	  kinases,	  type	  I	  and	  type	  II	  receptors	  (TβRI	  and	  TβRII).	  	  TβRII	  transphosphorylates	  TβRI,	  activating	  its	  kinase	  function,	  which	  in	  turn,	  phosphorylates	  the	  intracellular	  proteins	  Smad2	  and	  Smad3.	  	  The	  phosphorylated	  Smad2	  and	  Smad3	  in	  association	  with	  Smad4	  can	  activate	  translocation	  of	  this	  complex	  to	  the	  nucleus	  where	  it	  interacts	  with	  other	  transcriptional	  co-­‐activators	  and	  co-­‐repressors	  to	  regulate	  gene	  expression	  (Fig-­‐4)	  (Derynck	  &	  Zhang	  2003).	  	  The	  Smad-­‐dependent	  signaling	  pathway	  results	  in	  up-­‐regulation	  of	  expression	  of	  transcription	  factors	  important	  for	  induction	  of	  EMT	  such	  as,	  Snail,	  as	  well	  as	  ZEB1	  and	  ZEB2	  (Batlle	  et	  al	  2000,	  Moreno-­‐Bueno	  et	  al	  2006,	  Shirakihara	  et	  al	  2007).	  The	  transcription	  factors	  ZEB1	  and	  ZEB2	  are	  important	  regulators	  of	  EMT	  during	  embryonic	  development	  and	  cancer	  (Hurt	  et	  al	  2008,	  Spaderna	  et	  al	  2008).	  	  These	  transcription	  factors	  can	  activate	  EMT	  by	  binding	  to	  E-­‐box	  elements	  on	  the	  E-­‐cadherin	  promoter,	  which	  can	  result	  in	  suppression	  of	  cell-­‐cell	  adhesion	  proteins	  (Aigner	  et	  al	  2007b,	  Eger	  et	  al	  2005).	  	  Studies	  show	  that	  ZEB1	  also	  promotes	  EMT	  by	  repressing	  expression	  of	  basement	  membrane	  components	  and	  cell	  polarity	  proteins	  (Aigner	  et	  al	  2007a,	  Comijn	  et	  al	  2001,	  Shirakihara	  et	  al	  2007,	  Spaderna	  et	  al	  2008).	  	  The	  loss	  of	  E-­‐cadherin	  and	  other	  epithelial	  structural	  components	  is	  a	  major	  event	  during	  EMT.	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At	  the	  molecular	  level	  the	  zinc	  finger	  transcription	  factor	  Snail,	  (Cano	  et	  al	  2000,	  Cano	  &	  Portillo	  2010,	  Larriba	  et	  al	  2010,	  Martinez-­‐Estrada	  et	  al	  2010,	  Tuhkanen	  et	  al	  2009)	  as	  well	  as	  the	  basic	  helix-­‐loop-­‐helix	  (bHLH)	  transcription	  factor	  Twist,	  (Sobrado	  et	  al	  2009,	  Yang	  et	  al	  2004,	  Yang	  et	  al	  2009)	  play	  a	  major	  role	  in	  triggering	  EMT	  during	  development	  of	  diverse	  species	  from	  Drosophila	  to	  mammals	  (Nieto	  2002).	  	  Cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β	  (Dohadwala	  et	  al	  2010,	  Strippoli	  et	  al	  2008),	  and	  EGF	  (Zhang	  et	  al	  2009)	  can	  activate	  Twist	  and	  Snail	  expression	  through	  the	  NF-­‐κB	  pathway	  or	  MAPK,	  which	  results	  in	  transcriptional	  activation	  of	  extracellular	  regulated	  kinase	  (ERK)	  (Dohadwala	  et	  al	  2010,	  Strippoli	  et	  al	  2008).	  	  NF-­‐κB	  has	  recently	  been	  shown	  to	  play	  a	  major	  role	  in	  EMT	  induction	  in	  a	  Ras-­‐transformed	  cancer	  cell	  model	  (Huber	  et	  al	  2004a,	  Huber	  et	  al	  2004b).	  	  In	  normal	  cells,	  cytoplasmic	  NF-­‐	  κB	  is	  complexed	  to	  inhibitor	  of	  kappaB	  (IκB),	  which	  upon	  activation	  is	  phosphorylated	  and	  subsequently	  degraded,	  allowing	  the	  release	  and	  nuclear	  translocation	  of	  NF-­‐κB	  to	  activate	  target	  genes	  (Neumann	  &	  Naumann	  2007,	  Rangaswami	  et	  al	  2004).	  	  Twist1	  can	  also	  bind	  to	  an	  evolutionarily	  conserved	  E-­‐box	  on	  the	  proximate	  Snail2	  promoter	  to	  induce	  its	  transcription	  (Casas	  et	  al	  2011).	  Snail2	  induction	  is	  essential	  for	  Twist1-­‐induced	  cell	  invasion	  and	  distant	  metastasis	  in	  mice.	  	  In	  human	  breast	  tumors,	  the	  expression	  of	  Twist1	  and	  Snail2	  is	  highly	  correlated	  (Casas	  et	  al	  2011).	  	  These	  results	  show	  that	  Twist1	  needs	  to	  induce	  Snail2	  to	  suppress	  the	  epithelial	  branch	  of	  the	  EMT	  program	  and	  that	  Twist1	  and	  Snail2	  act	  together	  to	  promote	  EMT	  and	  tumor	  metastasis	  (Fig-­‐4)	  (Casas	  et	  al	  2011).	  	  Snail	  induces	  a	  full	  EMT	  when	  overexpressed	  in	  epithelial	  Madin	  Darby	  canine	  kidney	  (MDCK)	  cells	  leading	  to	  the	  acquisition	  of	  a	  motile	  and	  invasive	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phenotype	  (Cano	  et	  al	  2000,	  Peinado	  et	  al	  2004a).	  	  Snail	  expression	  has	  also	  been	  detected	  in	  increasing	  number	  of	  different	  human	  carcinoma	  and	  melanoma	  cell	  lines	  (Peinado	  et	  al	  2004b).	  	  To	  metastasize,	  carcinoma	  cells	  must	  lose	  their	  cell-­‐cell	  adhesion	  to	  disseminate	  into	  distant	  organs.	  	  The	  transcription	  factors	  Snail	  and	  Twist,	  as	  well	  as	  ZEB1,	  and	  ZEB2,	  have	  been	  shown	  to	  induce	  EMT,	  thus	  promoting	  tumor	  dissemination	  (Pozharskaya	  et	  al	  2009,	  Ullmann	  et	  al	  2008,	  Yang	  et	  al	  2004).	  
	  
EMT	  and	  Cancer	  EMT	  has	  been	  connected	  with	  cancer	  progression	  in	  vivo	  and	  the	  generation	  of	  more	  aggressive	  cancer	  cell	  lines	  in	  vitro	  (Ke	  et	  al	  2008).	  	  Most	  carcinomas	  progress	  toward	  malignancy	  by	  loss	  of	  epithelial	  differentiation	  and	  a	  shift	  toward	  a	  mesenchymal	  phenotype	  (Christiansen	  &	  Rajasekaran	  2006,	  Micalizzi	  et	  al	  2010).	  	  Studies	  done	  in	  mice	  have	  demonstrated	  that	  modifying	  certain	  EMT	  related	  genes	  by	  cDNA	  transfection	  or	  siRNA	  technology	  in	  tumor	  cell	  lines	  changes	  their	  ability	  to	  disseminate	  from	  primary	  tumors.	  	  For	  instance,	  over-­‐expression	  of	  transcription	  factors	  such	  as	  Snail,	  ZEB-­‐1	  (Spaderna	  et	  al	  2008),	  or	  Twist	  (Yang	  et	  al	  2004),	  or	  reduction	  in	  E-­‐cadherin	  (Onder	  et	  al	  2008),	  were	  found	  to	  increase	  the	  metastatic	  ability	  of	  colorectal	  or	  breast	  cancer	  cells.	  	  Furthermore,	  there	  are	  many	  studies	  that	  have	  demonstrated	  that	  reduction	  of	  epithelial	  markers	  such	  as	  E-­‐cadherin,	  β-­‐catenin,	  and	  keratins	  or	  the	  expression	  of	  mesenchymal	  markers	  such	  as	  vimentin,	  and	  EMT	  master	  transcriptional	  factors,	  Snail	  and	  Twist,	  can	  result	  in	  EMT	  and	  increase	  invasiveness	  in	  epithelial	  tumor	  cells	  of	  many	  cancer	  types	  including	  breast	  cancers	  (Berx	  &	  Van	  Roy	  2001,	  Blick	  et	  al	  2008,	  De	  Wever	  et	  al	  2008,	  Guarino	  et	  al	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2007,	  Lien	  et	  al	  2007,	  Peinado	  et	  al	  2007,	  Sabbah	  et	  al	  2008,	  Sarrio	  et	  al	  2008,	  Schmalhofer	  et	  al	  2009).	  Endometrioid	  carcinoma	  of	  the	  ovary	  is	  the	  third	  most	  common	  type	  of	  epithelial	  ovarian	  cancer.	  	  Endometrioid	  tumors	  as	  well	  as	  endometriotic	  implants	  are	  characterized	  by	  the	  presence	  of	  epithelial	  cells,	  stromal	  cells,	  or	  a	  combination	  of	  both	  cellular	  components,	  that	  resembles	  the	  endometrial	  cells,	  suggesting	  a	  possible	  endometrial	  origin	  (Keita	  et	  al	  2011,	  Keita	  et	  al	  2010).	  	  Cytokines	  such	  as	  IL-­‐1	  have	  been	  reported	  to	  be	  involved	  in	  both	  endometriosis	  and	  ovarian	  carcinogenesis	  (Dimitriadis	  et	  al	  2005,	  Fakih	  et	  al	  1987,	  Keita	  et	  al	  2011).	  	  Recent	  studies	  have	  shown	  that	  both	  protein	  and	  mRNA	  expression	  of	  IL-­‐1RII	  was	  decreased,	  whereas	  IL-­‐1RI	  was	  constantly	  expressed	  in	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  of	  both	  endometriotic	  cells	  and	  endometrioid	  ovarian	  cancer	  cells	  (Keita	  et	  al	  2011,	  Keita	  et	  al	  2010).	  	  Thus,	  taken	  together,	  these	  data	  highlight	  a	  common	  factor	  between	  EMT,	  cancer,	  and	  endometriosis.	  In	  summary,	  mesothelial	  cells	  normally	  exhibit	  a	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  that	  can	  act	  as	  a	  barrier	  to	  invasion	  and	  infection.	  	  Attachment	  of	  uterine	  epithelial	  cells	  to	  the	  mesothelial	  layer	  may	  result	  in	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages,	  which	  along	  with	  uterine	  cells	  can	  increase	  secretion	  of	  specific	  cytokines	  and	  growth	  factors.	  	  These	  secreted	  factors	  can	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  As	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT,	  they	  become	  multilayered	  and	  fibroblast-­‐like	  in	  morphology	  and	  also	  become	  mobile.	  	  This	  would	  allow	  endometrial	  fragments	  to	  invade	  through	  the	  mesothelial	  barrier	  and	  establish	  endometriotic	  lesions.	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Figure	  1.1:	  	  Schematic	  diagram	  of	  the	  human	  menstrual	  cycle.	  	  As	  FSH	  increases	  a	  few	  primary	  ovarian	  follicles	  are	  recruited	  to	  enter	  the	  next	  phase	  of	  the	  menstrual	  cycle.	  	  The	  dominant	  follicle	  secretes	  estrogen.	  Estrogen	  can	  inhibit	  pituitary	  secretion	  of	  FSH,	  while	  it	  acts	  locally	  on	  the	  follicles	  to	  make	  them	  more	  sensitive	  to	  FSH	  by	  increasing	  the	  FSH	  receptors.	  The	  dominant	  follicle	  grows	  and	  become	  ready	  for	  ovulation.	  Meanwhile	  under	  the	  influence	  of	  estrogen,	  the	  new	  layer	  of	  endometrium	  grows	  to	  prepare	  the	  uterus	  for	  implantation.	  This	  phase	  is	  known	  as	  the	  proliferative	  endometrium.	  http://www.ansci.wisc.edu/jjp1/ansci_repro/lec/lec9/lec9fig.html	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Figure	  1.2:	  	  Histological	  representation	  of	  human	  uterus.	  http://www.cvm.okstate.edu/instruction/mm_curr/histology/HistologyReference	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Figure	  1.3:	  (A)	  Schematic	  diagram	  of	  the	  peritoneal	  cavity,	  (B)	  Ultrastructure	  of	  the	  peritoneum.	  	  The	  peritonium	  is	  a	  serosa	  membrane	  that	  lines	  the	  abdominal	  cavity	  and	  supports	  and	  covers	  the	  organs	  within	  it.	  	  Mesothelium	  consists	  of	  simple	  squamous	  epithelial	  cells	  as	  well	  as	  loose	  connective	  tissues.	  	  	  http://www.gistsupport.org/ask-­‐the-­‐professional/abdominal-­‐anatomy.php	  and	  http://www.	  apbrwww5.apsu.edu	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Figure	  1.4:	  Overview	  of	  the	  different	  signaling	  pathways	  and	  their	  main	  members	  implicated	  in	  EMT	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CHAPTER	  2	  
VALIDATING	  LP-­‐9	  MESOTHELIAL	  CELLS	  AS	  A	  SYSTEM	  FOR	  STUDYING	  EMT	  
	  
Introduction	  Mesothelial	  cells	  are	  composed	  of	  simple	  squamous	  epithelial	  cells	  that	  line	  the	  visceral	  and	  parietal	  peritoneum	  like	  a	  continuous	  sheet	  (Tee	  et	  al	  2007).	  	  Mesothelial	  cells	  normally	  display	  a	  monolayer	  epithelial–like	  morphology	  that	  forms	  a	  protective	  layer	  and	  frictionless	  surface	  (Nair	  et	  al	  2008,	  Patel	  et	  al	  2009,	  Tee	  et	  al	  2007).	  	  These	  cells	  are	  considered	  to	  have	  great	  plasticity	  and	  are	  important	  for	  the	  functional	  dynamics	  of	  the	  peritoneum,	  and	  they	  are	  also	  involved	  in	  the	  production	  of	  cytokines	  and	  interact	  with	  other	  cell	  types	  (Mutsaers	  2002,	  Mutsaers	  &	  Wilkosz	  2007,	  Tee	  et	  al	  2007,	  Witz	  et	  al	  2001).	  	  Although	  mesothelial	  cells	  are	  of	  a	  mesodermal	  origin,	  they	  express	  characteristics	  of	  both	  epithelial	  and	  mesenchymal	  phenotypes	  (Herrick	  &	  Mutsaers	  2004,	  Herrick	  &	  Mutsaers	  2007,	  Margetts	  et	  al	  2005).	  Mesothelial	  cells	  are	  useful	  for	  the	  analysis	  of	  peritoneal	  reactions	  to	  various	  insults,	  such	  as	  attachment	  of	  endometrial	  fragments,	  as	  well	  as	  wound	  healing	  in	  response	  to	  peritoneal	  dialysis.	  	  Undamaged	  mesothelial	  cells	  are	  connected	  by	  well	  developed	  cell-­‐cell	  junctional	  complexes	  such	  as	  tight	  junctions,	  adherene	  junctions,	  gap	  junctions	  and	  desmosomes	  (Demir	  et	  al	  2004,	  Mutsaers	  2002).	  	  In	  response	  to	  injury	  or	  inflammation,	  mesothelial	  cells	  can	  change	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  proliferate	  faster,	  become	  multilayered	  due	  to	  the	  loss	  of	  their	  epithelial	  cell	  markers	  such	  as	  cytokeratins,	  and	  increase	  in	  expression	  of	  the	  mesenchymal	  cell	  markers	  such	  as	  intermediate	  filament	  vimentin	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(Christiansen	  &	  Rajasekaran	  2006,	  Connell	  &	  Rheinwald	  1983,	  De	  Wever	  et	  al	  2008,	  Mendez	  et	  al	  2010,	  Zoltan-­‐Jones	  et	  al	  2003).	  	  This	  process	  is	  known	  as	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  (EMT).	  	  LP-­‐9	  cells	  are	  a	  useful	  mesothelial	  cell	  line	  for	  studying	  EMT	  because	  they	  can	  easily	  be	  induced	  to	  change	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like	  cells	  by	  simply	  changing	  their	  culture	  conditions.	  Originally,	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  purchased	  from	  Coriell,	  (Catalog	  #	  AG07086).	  	  The	  LP-­‐9	  cell	  culture	  developed	  by	  Corriel	  was	  initiated	  on	  10/1/83	  by	  directly	  plating	  an	  ascites	  fluid	  cell	  suspension,	  which	  had	  been	  frozen	  since	  removal	  from	  the	  peritoneal	  cavity	  of	  an	  ovarian	  cancer	  patient	  on	  9/2/81.	  	  The	  recommended	  standard	  medium	  by	  Corriel	  was	  Medium	  199:	  MCDB	  110	  (1:1)	  plus	  15%	  fetal	  bovine	  serum,	  0.05	  μg/ml	  hydrocortisone	  and	  10	  ng/ml	  EGF.	  	  Culturing	  LP-­‐9	  cells	  in	  medium	  with	  EGF	  should	  result	  in	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  removing	  EGF	  results	  in	  change	  in	  morphology	  from	  fibroblast-­‐like	  to	  epithelial	  like	  morphology	  through	  the	  process	  known	  as	  mesenchymal	  to	  epithelial	  transition	  (MET).	  	  Changing	  the	  medium	  of	  cultured	  LP-­‐9	  cells,	  however,	  did	  not	  alter	  their	  morphology	  (data	  not	  shown).	  In	  June	  2007,	  the	  recommended	  culture	  medium	  for	  LP-­‐9	  cells	  was	  changed	  by	  Corriel	  to	  Medium	  199:	  HAM’s-­‐F12	  (1:1)	  plus	  15%	  fetal	  bovine	  serum,	  0.05	  μg/ml	  hydrocortisone	  and	  10	  ng/ml	  EGF.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  cultured	  in	  this	  modified	  medium	  did	  not	  result	  in	  the	  expected	  morphology	  either.	  	  The	  LP-­‐9	  cell	  medium	  was	  later	  optimized	  to	  0.4	  μg/ml	  hydrocortisone	  instead	  of	  0.05	  μg/ml;	  however,	  we	  were	  not	  able	  to	  detect	  any	  difference	  between	  cells	  cultured	  in	  medium	  with	  or	  without	  EGF	  (data	  not	  shown).	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In	  January	  of	  2008	  we	  were	  able	  to	  purchase	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  that	  were	  originally	  developed	  by	  Dr.	  James	  Rheinwald	  at	  the	  Brigham	  and	  Women’s	  Hospital	  (BWH)	  from	  a	  patient	  diagnosed	  with	  ovarian	  cancer.	  	  The	  recommended	  standard	  medium	  for	  these	  LP-­‐9	  cells	  is	  Med	  199/MCDB105	  plus	  15%	  newborn	  calf	  serum,	  0.4	  μg/ml	  hydrocortisone	  and	  10	  ng/ml	  EGF.	  	  Adding	  EGF	  to	  the	  medium	  resulted	  in	  a	  change	  in	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  which	  is	  the	  pre-­‐requisite	  for	  studying	  EMT.	  Based	  on	  these	  results,	  we	  decided	  to	  use	  LP-­‐9	  cells	  developed	  by	  Dr.	  Rheinwald	  for	  the	  work	  presented	  in	  this	  study.	  This	  chapter	  details	  the	  validation	  of	  LP-­‐9	  cells	  as	  a	  suitable	  system	  for	  studying	  EMT	  and	  it	  includes:	  (1)	  techniques	  employed	  to	  optimize	  LP-­‐9	  cell	  culture	  conditions	  (2)	  experiments	  to	  identify	  and	  characterize	  the	  positive	  and	  negative	  controls	  for	  EMT	  experiments,	  (3)	  an	  attempt	  to	  characterize	  differential	  expression	  of	  EMT	  markers	  such	  as	  cytokeratin	  19	  and	  vimentin,	  (4)	  identifying	  the	  effect	  of	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  (known	  EMT	  inducing	  factors)	  on	  cultured	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells,	  (5)	  experiments	  to	  identify	  the	  required	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  dose	  for	  induction	  of	  EMT,	  	  and	  (6)	  characterizing	  how	  LP-­‐9	  cells	  become	  mobile	  as	  cells	  undergo	  EMT.	  The	  goal	  of	  this	  study	  was	  to	  determine	  whether	  specific	  factors	  such	  as	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1	  can	  induce	  EMT	  in	  cultured	  mesothelial	  cells.	  	  In	  order	  to	  answer	  this	  question	  we	  first	  examined	  the	  optimal	  condition	  for	  achieving	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  We	  then	  examined	  the	  effect	  of	  EGF	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  and	  identified	  changes	  in	  cell	  morphology,	  cell	  proliferation,	  and	  EMT	  markers	  such	  as	  cytokeratin	  19	  and	  vimentin.	  	  We	  monitored	  induction	  of	  EMT	  and	  MET	  in	  
 50 
mesothelial	  cells	  by	  removing	  EGF	  from	  treated	  cells.	  	  We	  characterized	  the	  effect	  of	  wounds	  on	  LP-­‐9	  cell	  mobility.	  	  Finally,	  since	  there	  are	  many	  reports	  of	  increased	  levels	  of	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1	  in	  the	  peritoneal	  fluid	  of	  women	  with	  endometriosis,	  we	  also	  examined	  the	  effect	  of	  these	  cytokines	  on	  cultured	  mesothelial	  cells.	  	  Our	  hypothesis	  is	  that	  as	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  this	  transition	  results	  in	  the	  formation	  of	  gaps	  in	  the	  mesothelium	  and	  could	  allow	  attached	  endometrial	  cells	  to	  invade	  the	  underlying	  peritoneum.	  	  
Results	  
Establishing	  Conditions	  for	  Culturing	  and	  Inducing	  EMT	  in	  Mesothelial	  Cells	  The	  recommended	  concentration	  of	  newborn	  calf	  serum	  (NCS)	  for	  culturing	  LP-­‐9	  cells	  is	  15%,	  and	  normally	  if	  cells	  are	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF,	  they	  exhibit	  monolayer	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  LP-­‐9	  cells	  that	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  supplemented	  with	  15%	  NCS	  (Fig.	  2.1	  a,	  e,	  i,	  and	  m)	  and	  allowed	  to	  reach	  60-­‐70%	  confluence	  exhibited	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  Cells	  were	  then	  incubated	  with	  medium	  without	  serum	  (Fig.	  2.1	  a-­‐d),	  2%	  (Fig.	  2.1	  e-­‐h),	  10%	  (Fig.	  2.1	  i-­‐l),	  and	  15%	  (Fig.	  2.1	  m-­‐p)	  NCS	  at	  37°C	  for	  up	  to	  72	  hours.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  cultured	  in	  medium	  with	  less	  than	  15%	  NCS	  formed	  a	  monolayer	  culture;	  however,	  they	  changed	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  a	  more	  elongated	  fibroblast-­‐like	  morphology	  over	  time	  (Fig.	  2.1).	  	  These	  results	  indicated	  that	  15%	  NCS	  was	  required	  for	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  to	  maintain	  their	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  in	  medium	  without	  EGF.	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We	  also	  examined	  the	  effect	  of	  different	  EGF	  concentrations	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  LP-­‐9	  cells	  that	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  and	  allowed	  to	  reach	  50-­‐60%	  confluence	  exhibited	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Fig.	  2.2	  a,	  e,	  and	  i).	  	  Cells	  were	  then	  treated	  for	  up	  to	  72	  hours	  with	  either	  2	  ng/ml	  (Figure	  2.2	  e-­‐h)	  or	  10	  ng/ml	  (Fig.	  2.2	  i-­‐l)	  of	  EGF.	  	  Compared	  to	  no	  EGF	  control	  (Fig.	  2.2	  a-­‐d)	  and	  cells	  treated	  with	  2	  ng/ml	  of	  EGF,	  the	  morphology	  of	  cells	  cultured	  in	  medium	  supplemented	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  changed	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  proliferated	  faster	  and	  became	  multilayer	  as	  early	  as	  24	  hours	  of	  treatment.	  	  The	  majority	  of	  cells	  treated	  with	  2	  ng/ml	  of	  EGF,	  however,	  did	  not	  proliferate	  as	  fast	  and	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  even	  after	  72	  hours	  of	  treatment.	  The	  majority	  of	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  for	  72	  hours	  exhibited	  multilayer,	  fibroblast-­‐like	  morphology	  (Fig.	  2.2	  l).	  These	  results	  are	  consistent	  with	  the	  BWH	  recommendation	  for	  culturing	  LP-­‐9	  cells.	  	  Based	  on	  these	  results,	  we	  found	  that	  treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  for	  72	  hours	  was	  sufficient	  to	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  In	  order	  to	  examine	  changes	  in	  EMT	  markers	  as	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  for	  72	  hours	  with	  no	  EGF	  (control),	  or	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  at	  which	  time	  the	  cells	  reached	  confluence	  and	  we	  examined	  and	  compared	  the	  change	  in	  their	  morphology	  and	  EMT	  markers.	  	  Compared	  to	  the	  control,	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  exhibited	  multilayer,	  fibroblast-­‐like	  morphology,	  while	  cells	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  maintained	  their	  flat,	  monolayer	  epithelial	  like	  morphology	  (Fig	  2.3	  A).	  	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF	  also	  showed	  significant	  down	  regulation	  of	  epithelial	  marker	  CK	  19	  and	  up-­‐regulation	  of	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mesenchymal	  marker	  vimentin	  (Fig	  2.3	  B	  and	  C).	  	  The	  result	  of	  our	  immunofluorescence	  studies	  was	  different	  than	  our	  immunoblot.	  	  We	  were	  unable	  to	  detect	  any	  appreciable	  difference	  in	  expression	  of	  CK	  19	  or	  vimentin	  in	  control	  versus	  EGF	  treated	  cells	  (Fig	  2.3	  D).	  	  One	  possible	  explanation	  for	  this	  could	  be	  the	  low	  sensitivity	  of	  the	  immunofluorescent	  assay	  versus	  the	  immunoblot	  assay.	  	  These	  results	  indicated	  that	  in	  the	  presence	  of	  EGF,	  LP-­‐9	  mesothelial	  cell	  undergo	  EMT,	  become	  fibroblast-­‐like,	  lose	  their	  epithelial	  markers,	  and	  express	  mesenchymal	  markers.	  	  We	  also	  concluded	  that	  10	  ng/ml	  EGF,	  a	  standard	  requirement	  for	  culturing	  LP-­‐9	  cells,	  can	  be	  used	  as	  a	  strong	  positive	  control	  for	  our	  study.	  	   The	  morphology	  of	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF	  was	  altered	  from	  an	  epithelial-­‐like	  monolayer	  to	  multilayered	  fibroblast-­‐like	  cells	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment.	  	  Cells	  aggregated	  into	  tightly	  packed	  bundles	  with	  some	  empty	  spaces	  between	  them	  when	  compared	  to	  control	  cells	  without	  EGF	  (Fig.	  2.4	  A,	  b	  and	  e).	  	  By	  48	  hours	  of	  treatment,	  cells	  cultured	  in	  both	  standard	  and	  EGF	  containing	  medium	  had	  become	  more	  confluent.	  	  However,	  cells	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology,	  while	  EGF	  treated	  cells	  proliferated	  more	  quickly	  and	  the	  spaces	  between	  cell	  bundles	  became	  smaller	  (Fig.	  2.4	  A,	  c	  and	  f).	  	  	  To	  identify	  whether	  this	  change	  in	  morphology	  by	  6	  hours	  of	  treatment	  was	  due	  to	  a	  rapid	  increase	  in	  cell	  number	  or	  due	  to	  a	  change	  in	  morphology	  alone,	  we	  compared	  cell	  numbers	  at	  the	  beginning	  of	  EGF	  treatment	  (0	  hour)	  with	  those	  at	  6	  and	  48	  hours	  of	  treatment	  (Fig.	  2.4	  B).	  	  We	  observed	  no	  difference	  in	  cell	  number	  after	  6	  hours	  of	  treatment	  for	  either	  the	  no	  EGF	  or	  EGF	  treatment	  group.	  	  However,	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there	  was	  a	  marked	  difference	  in	  the	  number	  of	  cells	  between	  6	  and	  48	  hours	  for	  both	  treatment	  groups.	  	  Both	  the	  cells	  grown	  in	  standard	  medium	  as	  well	  as	  those	  treated	  with	  EGF	  showed	  a	  significant	  increase	  in	  cell	  number	  by	  48	  hours.	  	  Cells	  cultured	  in	  standard	  medium,	  however,	  did	  not	  proliferate	  as	  quickly	  as	  cells	  treated	  with	  EGF	  (Fig.	  2.4	  B).	  	  
Mesenchymal	  to	  Epithelial	  Transition	  (MET)	  in	  Mesothelial	  Cells	  The	  phenotype	  of	  cells	  of	  epithelial	  or	  mesenchymal	  origin	  is	  not	  always	  permanent.	  	  Mesothelial	  cells	  are	  capable	  of	  reverting	  back	  to	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  when	  EGF	  is	  removed	  from	  their	  culture	  medium.	  	  This	  reverse	  process	  of	  EMT	  is	  called	  MET	  (Fig.	  2.5).	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  for	  120	  hours	  (Fig.	  2.	  5	  a-­‐c)	  until	  they	  exhibited	  an	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  Some	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  EGF	  for	  72	  hours	  (Fig.	  2.	  5	  d	  &	  g)	  after	  which	  their	  medium	  was	  switched	  to	  medium	  lacking	  EGF	  for	  24	  (Fig.	  2.	  5	  h)	  or	  48	  hours	  (Fig.	  2.	  5	  i).	  	  This	  allowed	  the	  cells	  to	  change	  their	  morphology	  back	  from	  fibroblast-­‐like	  to	  epithelial-­‐like.	  	  Additional	  cells	  were	  treated	  with	  EGF	  for	  72	  hours	  (Fig.	  2.	  5	  d)	  and	  these	  cells	  were	  then	  maintained	  in	  medium	  with	  EGF	  for	  up	  to	  96	  (Fig.	  2.	  5	  e)	  or	  120	  hours	  (Fig.	  2.	  5	  f).	  	  These	  cells	  continued	  to	  show	  a	  fibroblast-­‐like,	  multilayered	  phenotype.	  	  These	  results	  indicated	  that	  EMT	  process	  is	  reversible	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	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Effect	  of	  Cell	  Wounding	  on	  LP-­‐9	  Mobility	  	   Cells	  undergoing	  EMT	  acquire	  a	  more	  migratory	  phenotype,	  and	  this	  has	  been	  shown	  to	  be	  true	  for	  mesothelial	  cells	  isolated	  from	  patients	  undergoing	  intraperitoneal	  dialysis	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  Scratch	  assays	  to	  measure	  cell	  mobility	  must	  be	  carried	  out	  with	  careful	  consideration	  of	  the	  doubling	  time	  of	  specific	  cells.	  	  The	  doubling	  time	  for	  LP-­‐9	  cells	  in	  medium	  with	  EGF	  is	  26	  hours	  (Connell	  &	  Rheinwald	  1983).	  	  Normally,	  mesothelial	  cells	  respond	  to	  wounding	  by	  changing	  their	  morphology	  from	  an	  epithelial-­‐like	  to	  a	  fibroblast-­‐like	  phenotype	  in	  the	  area	  at	  the	  edge	  of	  the	  wound.	  To	  determine	  the	  effect	  of	  wounding	  on	  mesothelial	  cells,	  LP-­‐9	  cells	  were	  cultured	  to	  confluence	  in	  medium	  lacking	  EGF	  so	  that	  cells	  exhibited	  a	  monolayer	  phenotype.	  	  Cells	  were	  then	  gently	  scratched	  using	  pipette	  tip	  to	  produce	  a	  wound	  (an	  area	  denuded	  from	  cells)	  in	  the	  center	  of	  the	  confluent	  culture.	  LP-­‐9	  cells	  were	  then	  monitored	  and	  imaged	  for	  their	  response	  to	  this	  injury	  every	  2	  hours	  for	  24	  hours.	  	  I	  expected	  to	  see	  (1)	  that	  the	  cells	  in	  the	  area	  at	  the	  edge	  of	  the	  wound	  would	  undergo	  EMT,	  become	  more	  migratory,	  and	  fill	  in	  the	  wound	  area	  in	  less	  than	  26	  hours,	  (2)	  that	  cells	  located	  further	  away	  from	  the	  wound	  would	  maintain	  their	  epithelial-­‐like	  phenotype,	  and	  (3)	  that	  the	  fibroblast-­‐like	  cells	  that	  fill	  in	  the	  wound	  area	  would	  revert	  back	  to	  epithelial-­‐like	  morphology	  once	  the	  wound	  is	  closed.	  	  These	  in	  fact	  are	  the	  results	  that	  I	  observed	  from	  the	  in	  vitro	  cell	  wounding	  assay.	  LP-­‐9	  cells	  have	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  before	  initiation	  of	  the	  scratch.	  	  Thus,	  the	  cells	  were	  epithelial-­‐like	  immediately	  after	  wounding	  at	  0	  hour.	  	  Cells	  underwent	  EMT	  and	  became	  multilayer	  and	  fibroblast-­‐like	  in	  response	  to	  wounding	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in	  the	  area	  at	  the	  edge	  of	  the	  wound	  and	  near	  the	  wound	  (Figure	  2.6	  arrows)	  as	  early	  as	  3	  hours	  (Fig.	  2.6).	  	  By	  9	  hours,	  there	  were	  many	  fibroblast-­‐like	  cells	  moving	  into	  the	  wound	  area	  and	  filling	  in	  the	  open	  area.	  	  Within	  12	  hours	  the	  wound	  area	  was	  much	  smaller	  and	  contained	  fewer	  fibroblast-­‐like	  cells.	  	  By	  20	  hours,	  the	  wound	  area	  was	  almost	  completely	  covered	  and	  very	  few	  cells	  had	  the	  fibroblast-­‐like	  phenotype	  (Fig.	  2.6).	  	  The	  rectangle	  area	  highlights	  the	  same	  region	  over	  time	  and	  the	  same	  cells	  on	  the	  culture	  dish,	  indicating	  that	  these	  cells	  became	  migratory	  and	  did	  not	  undergo	  proliferation.	  	  These	  results	  show	  that	  injury	  stimulates	  LP-­‐9	  cells	  to	  undergo	  EMT,	  which	  results	  in	  cells	  becoming	  migratory	  and	  moving	  into	  the	  wound	  area	  and	  then	  reverting	  back	  to	  an	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  The	  wound	  area	  was	  completely	  covered	  and	  undetectable	  after	  24	  hours	  (data	  not	  shown).	  	  While	  cells	  around	  the	  wound	  area	  became	  multilayer	  (Fig.	  2.7	  a	  &	  b	  arrow),	  cells	  further	  away	  from	  the	  wound	  area	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  and	  did	  not	  undergo	  EMT	  (Fig.	  2.7	  b	  &	  c).	  	  
Effect	  of	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐	  β1	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  Cells	  There	  is	  strong	  evidence	  that	  the	  peritoneal	  fluid	  of	  women	  with	  endometriosis	  contains	  elevated	  levels	  of	  different	  chemokines	  (Buyalos	  et	  al	  1992,	  Donnez	  et	  al	  1998,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Nishida	  et	  al	  ,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  We	  examined	  the	  effect	  of	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐	  β1	  on	  induction	  of	  EMT	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  Cells	  were	  treated	  for	  72	  hours	  with	  2	  or	  10	  ng/ml,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1.	  	  The	  morphological	  changes	  of	  treated	  cells	  were	  compared	  to	  cells	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF,	  as	  a	  negative	  control,	  and	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF,	  as	  our	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positive	  control	  (Fig	  2.8,	  A).	  	  The	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  in	  the	  medium	  without	  EGF	  were	  flat,	  grew	  very	  slowly,	  and	  exhibited	  a	  monolayer	  epithelial-­‐like	  phenotype,	  reminiscent	  of	  normal	  mesothelium	  in	  vivo.	  	  Treated	  cells	  underwent	  EMT	  and	  became	  multilayered	  acquiring	  a	  fibroblast-­‐like	  phenotype	  (Fig	  2.8	  A).	  	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  were	  more	  potent	  stimulators	  of	  EMT	  than	  TGF-­‐β1	  (Fig	  2.8	  A).	  	  The	  immunoblot	  results	  of	  our	  dose	  response	  indicated	  that	  10	  ng/ml	  of	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  was	  required	  to	  reduce	  the	  expression	  of	  epithelia	  marker	  CK	  19	  significantly	  (Fig	  2.8	  B	  and	  C).	  	  Based	  on	  these	  results,	  we	  decided,	  for	  induction	  of	  EMT,	  to	  use	  10	  ng/ml	  of	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  to	  treat	  LP-­‐9	  cells.	  	  
Effects	  of	  EMT	  on	  Migration	  of	  LP-­‐9	  Cells	  Formation	  of	  cell	  bundles	  of	  LP-­‐9	  cells	  that	  underwent	  EMT	  was	  even	  more	  evident	  after	  longer	  treatment	  with	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  for	  96	  hours	  (Fig.	  2.9).	  	  Once	  LP-­‐9	  cells	  reached	  about	  80%	  confluence,	  the	  cells	  did	  not	  stop	  dividing	  but	  instead	  oriented	  themselves	  in	  parallel	  arrays	  and	  overgrew	  on	  top	  of	  each	  other	  to	  form	  densely	  packed	  multilayered	  bundles	  that	  were	  easily	  visible	  to	  the	  naked	  eye	  (Fig.	  2.9	  arrows).	  	  These	  cell	  bundles	  became	  migratory	  as	  indicated	  by	  the	  increasing	  length	  of	  the	  double-­‐headed	  arrow.	  	  Other	  nearby	  cells	  also	  became	  fibroblast-­‐like	  and	  moved	  toward	  these	  cell	  bundles	  (Fig.	  2.9,	  cell	  in	  oval).	  The	  data	  indicated	  that	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  can	  cause	  LP-­‐9	  cells	  to	  undergo	  morphological	  changes	  to	  become	  more	  fibroblast-­‐like.	  	  Considering	  that	  these	  images	  were	  taken	  within	  only	  one	  second	  of	  each	  other,	  the	  movement	  of	  these	  cells	  must	  be	  due	  to	  migration	  rather	  than	  proliferation.	  	  	  Treatment	  with	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  stimulated	  LP-­‐9	  cells	  to	  grow	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much	  more	  rapidly	  and	  to	  become	  elongated,	  migratory,	  and	  fibroblast-­‐like.	  	  Most	  studies	  done	  with	  LP-­‐9	  cells	  do	  not	  remove	  EGF	  from	  their	  medium	  when	  they	  treat	  cells	  with	  different	  cytokines.	  	  Considering	  that	  EGF	  is	  a	  potent	  stimulator	  of	  EMT,	  in	  order	  to	  isolate	  the	  effect	  of	  individual	  cytokines	  on	  mesothelial	  cells	  we	  decided	  to	  treat	  LP-­‐9	  cells	  with	  individual	  factors	  rather	  than	  combining	  these	  factors	  with	  EGF.	   	  
Discussion	  	   The	  incidence	  of	  endometriosis	  is	  estimated	  to	  be	  as	  high	  as	  10%	  of	  women	  of	  reproductive	  age	  and	  30-­‐50%	  of	  women	  seeking	  treatment	  for	  infertility	  (Cramer	  &	  Missmer	  2002,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Missmer	  &	  Cramer	  2003).	  	  Carl	  von	  Rokitansky	  was	  the	  first	  to	  describe	  endometriosis	  in	  1860.	  	  In	  1927	  Sampson	  proposed	  that	  endometrial	  tissue	  is	  released	  into	  the	  peritoneal	  cavity	  via	  retrograde	  menstruation	  (Sampson	  1927).	  	  The	  shed	  tissues	  then	  implant	  and	  grow	  ectopically.	  	  While	  endometriosis	  has	  been	  studied	  for	  the	  past	  150	  years,	  the	  pathogenesis	  of	  this	  disease	  is	  still	  unclear.	  Endometriosis	  develops	  spontaneously	  only	  in	  menstruating	  animals	  such	  as	  human	  and	  some	  primate	  species.	  	  However,	  ethical	  considerations	  limit	  the	  comprehensive	  study	  of	  endometriosis	  in	  humans.	  	  Many	  animal	  models	  have	  been	  developed	  to	  further	  our	  understanding	  of	  the	  endometriosis	  (Grummer	  2006).	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  Although	  animal	  models	  provide	  a	  good	  alternative	  to	  studying	  endometriosis	  in	  
vivo,	  the	  cost	  and	  lack	  of	  housing	  facilities	  severely	  limit	  their	  use.	  	  As	  an	  alternative	  system,	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  are	  readily	  available	  and	  comparatively	  inexpensive	  for	  studying	  EMT	  in	  vitro.	  	   Mesothelial	  cells	  lining	  the	  peritoneal	  cavity	  play	  a	  major	  role	  as	  a	  barrier	  in	  response	  to	  the	  presence	  of	  endometrial	  fragments	  during	  retrograde	  menstruation.	  	  Our	  lab	  is	  the	  first	  to	  study	  the	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  as	  a	  possible	  mechanism	  for	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  	  We	  believe	  that	  as	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT,	  they	  become	  mobile	  and	  allow	  the	  endometrial	  fragment	  to	  invade	  and	  pass	  the	  mesothelial	  protective	  barrier	  and	  underlying	  basement	  membrane	  to	  establish	  lesions	  in	  the	  wall	  of	  the	  peritonium.	  	  The	  goal	  of	  the	  experiments	  presented	  in	  this	  chapter	  was	  to	  examine	  if	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  can	  be	  used	  as	  a	  system	  for	  studying	  EMT.	  	  In	  the	  next	  chapters	  we	  examine	  if	  EMT	  can	  be	  a	  possible	  mechanism	  involved	  in	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  	   Mesothelial	  cells	  normally	  exhibit	  a	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  that	  can	  act	  as	  a	  barrier	  to	  invasion	  and	  infection.	  	  	  Mesothelial	  cells	  in	  response	  to	  injury	  can	  become	  multilayer,	  proliferate	  more	  rapidly,	  and	  change	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like.	  We	  have	  shown	  that	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  can	  be	  a	  useful	  system	  for	  studying	  EMT	  simply	  by	  supplementing	  their	  media	  with	  EGF.	  	  In	  this	  study	  we	  were	  able	  to	  optimize	  and	  identify	  the	  conditions	  in	  which	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  can	  exhibit	  epithelial-­‐like	  morphology,	  as	  they	  are	  found	  in	  normal	  conditions	  in	  vivo,	  and	  fibroblast-­‐like	  morphology	  in	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response	  to	  different	  treatments	  such	  as	  EGF	  and	  cytokines.	  	  These	  findings	  are	  consistent	  with	  the	  proposal	  that	  cytokines	  induce	  EMT	  based	  on	  previous	  studies,	  which	  have	  shown	  that	  the	  peritoneal	  fluid	  of	  women	  with	  endometriosis	  contain	  elevated	  levels	  of	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β	  (Komiyama	  et	  al	  2007,	  Nair	  et	  al	  2008,	  Nishida	  et	  al	  ,	  Omwandho	  et	  al	  2010).	  	  In	  this	  chapter	  we	  were	  able	  to	  document	  that	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  are	  a	  valid	  system	  for	  studying	  EMT	  in	  vitro.	  	   During	  this	  study	  we	  showed	  that	  LP-­‐9	  cells	  needed	  to	  be	  plated	  at	  a	  very	  low	  concentration	  (104	  cells	  per	  100	  mm	  dish)	  in	  medium	  without	  EGF	  to	  allow	  ample	  time	  and	  space	  for	  cells	  to	  grow	  and	  acquire	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Refer	  to	  chapter	  6,	  Materials	  and	  Methods).	  	  When	  LP-­‐9	  cells	  were	  cultured	  at	  a	  high	  density,	  it	  was	  difficult	  to	  identify	  epithelial-­‐like	  morphology	  in	  the	  culture	  dish.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  optimally	  grow	  on	  regular	  plastic	  culture	  dishes.	  	  Most	  LP-­‐9	  cells	  cultured	  on	  glass	  culture	  dishes	  were	  not	  able	  to	  grow	  well,	  did	  not	  reach	  confluence,	  and	  many	  floating	  cells	  were	  present	  indicating	  that	  LP-­‐9	  cells	  did	  not	  adhere	  well	  to	  the	  glass	  (data	  not	  shown).	  	  In	  order	  for	  LP-­‐9	  cells	  to	  maintain	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  in	  medium	  lacking	  EGF,	  15%	  newborn	  calf	  serum	  was	  required.	  	  Lowering	  the	  concentration	  of	  serum	  changed	  the	  morphology	  of	  LP-­‐9	  cells	  from	  epithelial-­‐like	  to	  more	  fibroblast-­‐like	  phenotype.	  	  Although	  LP-­‐9	  cells	  cultured	  in	  medium	  supplemented	  with	  lower	  concentrations	  of	  serum	  altered	  their	  morphology,	  they	  did	  not	  become	  multilayered.	  	   In	  accordance	  with	  Dr.	  Rheinwald’s	  recommendations	  for	  culturing	  LP-­‐9	  cells,	  we	  were	  also	  able	  to	  determine	  that	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  was	  required	  for	  optimal	  growth	  of	  LP-­‐9	  cells.	  	  Some	  of	  the	  LP-­‐9	  cells	  cultured	  in	  medium	  with	  10	  ng/ml	  of	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EGF	  changed	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like	  after	  24	  hours	  of	  treatment.	  	  By	  72	  hour	  of	  treatment,	  the	  majority	  of	  LP-­‐9	  cells	  acquired	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  	  EMT	  is	  a	  developmental	  process	  characterized	  by	  the	  loss	  of	  epithelial	  cell	  markers,	  the	  gain	  of	  mesenchymal	  cell	  markers,	  changes	  in	  cellular	  morphology,	  and	  an	  increase	  in	  mobility	  and	  invasiveness	  (Bonnomet	  et	  al	  2010,	  Chaffer	  et	  al	  2007,	  Demir	  et	  al	  2004,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  This	  is	  in	  fact	  what	  we	  observed.	  	  Our	  immunoblot	  results	  indicated	  that	  the	  change	  in	  morphology	  of	  the	  LP-­‐9	  cells	  was	  accompanied	  by	  an	  increase	  in	  proliferation,	  mobility,	  induction	  of	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin,	  and	  down	  regulation	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19.	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  as	  epithelial	  cells	  undergo	  EMT,	  intermediate	  filaments	  (IF)	  shift	  from	  cytokeratin	  to	  vimentin,	  a	  cytoskeletal	  shift	  that	  seems	  to	  be	  mandatory	  for	  the	  start	  of	  the	  transformation	  process	  (Perez-­‐Pomares	  &	  Munoz-­‐Chapuli	  2002).	  	   The	  induction	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  in	  EGF	  treated	  cells	  begins	  to	  occur	  within	  a	  few	  hours.	  	  The	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  changed	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like	  within	  6	  hours	  after	  EGF	  treatment	  without	  a	  significant	  difference	  in	  cell	  numbers,	  indicating	  that	  the	  change	  in	  morphology	  is	  independent	  of	  a	  change	  in	  cell	  proliferation	  at	  earlier	  time	  points.	  	  However,	  longer	  treatment	  resulted	  in	  increased	  proliferation	  as	  LP-­‐9	  cells	  underwent	  EMT.	  	  We	  were	  also	  able	  to	  show	  that	  the	  EMT	  process	  in	  LP-­‐9	  cells	  is	  reversible.	  	  In	  order	  to	  induce	  MET	  in	  mesothelial	  cells,	  we	  had	  to	  culture	  LP-­‐9	  cells	  at	  a	  low	  density	  and	  then	  start	  the	  EGF	  treatment	  before	  cells	  reached	  confluence.	  	  This	  was	  done	  so	  that	  after	  the	  removal	  of	  EGF	  from	  their	  medium,	  LP-­‐9	  cells	  had	  enough	  time	  to	  spread	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and	  revert	  back	  to	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  	  In	  vitro	  studies	  have	  shown	  that	  both	  endometrial	  stromal	  and	  epithelial	  cells	  can	  adhere	  to	  intact	  peritoneal	  mesothelium	  within	  one	  hour	  (Nair	  et	  al	  2008,	  Tee	  et	  al	  2007).	  	  Previous	  study	  has	  demonstrated	  that	  after	  6	  hours	  of	  co-­‐culturing	  endometrial	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  (ESC)	  with	  mesothelial	  cells,	  the	  ESC	  began	  invading	  under	  the	  LP-­‐9	  cells	  through	  a	  gap	  in	  the	  LP-­‐9	  cells.	  	  By	  12	  hours,	  ESC	  migrated	  under	  LP-­‐9	  cells	  and	  mesothelial	  cells	  grew	  over	  the	  invading	  ESC	  cells	  (Nair	  et	  al	  2008).	  	  Based	  on	  our	  studies	  the	  gap	  created	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  after	  co-­‐culturing	  ESC	  cells	  may	  be	  due	  to	  induction	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  by	  ESC	  cells.	  	  Furthermore,	  after	  the	  invasion	  of	  ESC	  cells	  under	  the	  mesothelial	  cells,	  LP-­‐9	  cells	  revert	  back	  to	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  by	  undergoing	  MET.	  	  These	  results	  could	  explain	  the	  mechanism	  by	  which	  uterine	  epithelial	  or	  stromal	  cells	  can	  invade	  the	  mesothelial	  protective	  barrier	  to	  induce	  lesions.	  	  It	  has	  been	  shown	  that	  injuries	  to	  the	  mesothelium	  such	  as	  peritoneal	  dialysis	  can	  induce	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  resulting	  in	  secretion	  of	  specific	  growth	  factors	  and	  cytokines	  that	  can	  induce	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  In	  vitro	  studies	  done	  by	  Yanez-­‐Mo	  has	  demonstrated	  that	  inflicting	  mechanical	  wounds	  in	  confluent	  monolayer	  mesothelial	  cells	  can	  cause	  these	  cells	  to	  become	  more	  fibroblast-­‐like	  both	  in	  the	  front	  and	  behind	  the	  layer	  of	  the	  migrating	  cells	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  	  Our	  cell	  wounding	  assay	  has	  demonstrated	  that	  inflecting	  a	  wound	  in	  confluent	  LP-­‐9	  cell	  can	  result	  in	  increased	  mobility,	  formation	  of	  multilayers,	  as	  well	  as	  a	  change	  in	  morphology	  of	  cells	  near	  the	  wound	  area.	  	  Cells	  further	  away	  from	  the	  wound	  area	  maintained	  their	  epithelia-­‐
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like	  morphology.	  	  These	  results	  indicate	  that	  the	  cells	  around	  the	  wound	  area	  are	  capable	  of	  undergoing	  EMT,	  acquiring	  multilayers,	  obtaining	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology,	  becoming	  mobile,	  and	  moving	  into	  the	  wound	  area.	  	  Once	  the	  wound	  area	  was	  covered	  (in	  20	  hours),	  LP-­‐9	  cell	  reverted	  back	  to	  epithelial-­‐like	  morphology,	  and	  we	  were	  not	  able	  to	  identify	  any	  fibroblast-­‐like	  cells	  or	  differentiate	  the	  wound	  area	  from	  the	  rest	  of	  the	  culture	  cells.	  	  Considering	  the	  fact	  that	  the	  doubling	  time	  for	  LP-­‐9	  cells	  in	  medium	  with	  EGF	  is	  26	  hours	  (Connell	  &	  Rheinwald	  1983),	  we	  concluded	  that	  the	  movement	  of	  the	  cells	  into	  the	  wound	  area	  was	  due	  to	  increased	  mobility	  of	  the	  cells	  as	  they	  underwent	  EMT	  rather	  than	  an	  increase	  in	  cell	  proliferation.	  	  We	  were	  also	  able	  to	  confirm	  this	  by	  following	  subset	  of	  cells	  near	  the	  wound	  area.	  	  These	  data	  suggest	  the	  involvement	  of	  EMT	  in	  wound	  healing	  in	  mesothelial	  cells.	  The	  peritoneal	  fluid	  of	  patients	  with	  endometriosis	  has	  been	  shown	  to	  have	  an	  elevated	  level	  of	  growth	  factors	  and	  cytokines	  such	  as	  EGF,	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  (Buyalos	  et	  al	  1992,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  Several	  studies	  have	  demonstrated	  the	  role	  of	  these	  cytokines	  in	  transdifferentiation	  of	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  (HPMC)	  (Lv	  et	  al	  2011a,	  Na	  et	  al	  2011,	  Yamaguchi	  et	  al	  2011).	  	  Other	  factors	  such	  as	  oxidative	  stress	  (Phipps	  et	  al	  1987)	  or	  platelet	  derived	  growth	  factor	  B	  (Ballweg	  2004)	  can	  also	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cell.	  	  In	  order	  to	  identify	  the	  effect	  of	  each	  individual	  factor	  we	  treated	  LP-­‐9	  cells	  with	  these	  cytokines	  for	  72	  hours.	  	  Previous	  studies	  have	  used	  lower	  concentrations	  of	  IL-­‐1β	  (2	  ng/ml)	  and	  TGF-­‐β1,	  (0.5	  ng/ml)	  or	  in	  some	  cases	  they	  used	  combinations	  of	  these	  cytokines	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  In	  a	  study	  done	  by	  Yanez-­‐Mo,	  they	  used	  these	  cytokines	  in	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the	  presence	  of	  EGF.	  	  In	  other	  studies,	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  activated	  by	  10	  ng/ml	  of	  TGF-­‐β1	  underwent	  EMT	  and	  showed	  up-­‐regulation	  of	  alpha	  smooth	  muscle	  actin	  and	  the	  mesenchymal	  marker,	  vimentin	  (Lv	  et	  al	  2011b,	  Margetts	  et	  al	  2005,	  Na	  et	  al	  2011).	  	  While	  the	  endogenous	  levels	  of	  these	  cytokines	  were	  low,	  we	  used	  higher	  concentrations	  in	  our	  experiments	  for	  three	  primary	  reasons.	  	  First,	  we	  have	  shown	  that	  EGF	  is	  a	  potent	  stimulator	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  	  Second,	  we	  were	  interested	  in	  identifying	  the	  effect	  of	  each	  individual	  factor	  on	  LP-­‐9	  cells	  as	  opposed	  to	  the	  combined	  effect	  of	  several	  factors.	  	  Third,	  the	  recombinant	  proteins	  used	  in	  this	  study	  may	  have	  lower	  biological	  activity	  than	  the	  native	  proteins	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  or	  stromal	  cells.	  	  We	  were	  able	  to	  show	  that	  in	  the	  absence	  of	  EGF,	  10	  ng/ml	  of	  IL-­‐1β	  or	  TGF-­‐β1	  was	  required	  to	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  The	  combination	  of	  different	  cytokines	  with	  EGF	  had	  a	  more	  pronounced	  effect	  on	  LP-­‐9	  cells	  (data	  not	  shown).	  	  These	  data	  suggest	  that	  LP-­‐9	  cell	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  IL-­‐1β	  or	  TGF-­‐β1.	  	  In	  the	  next	  chapter	  we	  provide	  a	  detailed	  study	  of	  the	  factors	  that	  are	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  and	  their	  effect	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  In	  summary,	  we	  were	  able	  to	  demonstrate	  that	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  are	  a	  reliable	  system	  for	  studying	  EMT	  to	  further	  our	  knowledge	  for	  understanding	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  In	  response	  to	  the	  attachment	  of	  endometrial	  fragments	  (injury),	  mesothelial	  cells	  might	  undergo	  EMT,	  become	  fibroblast-­‐like	  and	  mobile,	  and	  open	  up	  a	  gap	  where	  endometrial	  fragments	  can	  invade	  the	  mesothelial	  barrier	  and	  form	  a	  lesion.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  underwent	  EMT	  in	  response	  to	  EGF	  and	  inflammatory	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1.	  	  The	  present	  study	  strongly	  agrees	  with	  pervious	  reports	  that	  the	  attachment	  and	  invasion	  of	  endometrial	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fragments	  can	  activate	  mesothelial	  inflammatory	  responses	  due	  to	  increase	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  that	  aim	  to	  clear	  the	  peritoneal	  cavity	  of	  the	  ectopic	  endometrial	  cells	  and	  tissues	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007).	  	  Activated	  peritoneal	  macrophages	  are	  known	  to	  secrete	  cytokines	  and	  growth	  factors,	  which	  induce	  proliferation	  and	  neovascularization	  (Gazvani	  et	  al	  2002,	  Gazvani	  &	  Templeton	  2002).	  	  These	  results	  strongly	  suggest	  that	  cytokines	  or	  injuries	  can	  induce	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT,	  and	  EMT	  might	  be	  the	  mechanism	  by	  which	  endometrial	  fragments	  can	  invade	  the	  mesothelial	  barrier	  to	  form	  lesions.	  	   	  
 65 
Figures	  
	  
	  	  
Figure	  2.1:	  Change	  in	  LP-­‐9	  cell	  morphology	  in	  response	  to	  different	  newborn	  calf	  serum	  (NCS)	  concentration.	  	  LP-­‐9	  cells	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  supplemented	  with	  15%	  NCS	  (a,	  e,	  i,	  and	  m)	  and	  allowed	  to	  reach	  60-­‐70%	  confluence	  and	  exhibit	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  Cells	  were	  then	  treated	  with	  medium	  without	  serum	  (a-­‐d),	  2%	  (e-­‐h),	  10%	  (i-­‐l),	  and	  15%	  NCS	  and	  incubated	  at	  37°C	  for	  up	  to	  72	  hours.	  	  Reducing	  the	  concentration	  of	  NCS	  resulted	  in	  a	  change	  to	  a	  more	  elongated	  fibroblast-­‐like	  morphology;	  however,	  cells	  remained	  as	  a	  monolayer.	  	  Fifteen	  percent	  NCS	  was	  required	  for	  cells	  to	  maintain	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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Figure	  2.2:	  Change	  in	  LP-­‐9	  cell	  morphology	  in	  response	  to	  different	  EGF	  concentrations.	  	  LP-­‐9	  cells	  that	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  and	  allowed	  to	  reach	  50-­‐60%	  confluence	  exhibited	  epithelial-­‐like	  morphology	  (a,	  e,	  and	  i).	  	  Cells	  were	  then	  treated	  for	  72	  hours	  with	  either	  2	  ng/ml	  (e-­‐h)	  or	  10	  ng/ml	  (i-­‐l)	  of	  EGF.	  	  Compared	  to	  the	  control,	  the	  morphology	  of	  cells	  cultured	  in	  medium	  supplemented	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  changed	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like	  and	  an	  increase	  in	  proliferation	  was	  observed	  visually	  as	  early	  as	  24	  hours	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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Figure	  2.3:	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Figure	  2.3	  (Continue):	  Morphological	  changes	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  for	  72	  hours.	  	  (A)	  Compared	  to	  controls,	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF	  exhibited	  multilayer	  fibroblast-­‐like	  morphology,	  while	  cells	  in	  medium	  without	  EGF	  (control)	  maintained	  their	  flat,	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  (n=6,	  Original	  magnification	  X100).	  	  (B)	  Representative	  immunoblots	  for	  specific	  EMT	  markers	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  no	  EGF	  (control),	  or	  10	  ng/ml	  EGF	  for	  72	  hours.	  Cells	  treated	  with	  EGF	  showed	  down	  regulation	  of	  epithelial	  marker	  CK	  19,	  while	  the	  mesenchymal	  marker,	  vimentin	  was	  up-­‐regulated	  in	  treated	  cells.	  	  (C)	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%).	  	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH.	  	  Data	  are	  mean	  	  ±	  SEM	  for	  n=5,	  **	  P	  <	  0.001.	  	  (D)	  Immunocytochemistry	  of	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF	  for	  72	  hours.	  	  Immunofluorescent	  data	  did	  not	  show	  any	  appreciable	  difference	  in	  expression	  of	  vimentin	  or	  CK	  19	  expression.	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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Figure	  2.4:	  	  Morphological	  changes	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF.	  	  (A)	  In	  comparison	  to	  controls,	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF	  showed	  an	  altered	  morphology	  as	  soon	  as	  6	  hours,	  became	  fibroblast-­‐like,	  and	  formed	  tight	  bundles	  with	  some	  empty	  spaces	  between	  these	  bundles	  (b,e).	  	  By	  48	  hours	  spaces	  between	  the	  cell	  bundles	  were	  much	  smaller	  and	  cells	  were	  more	  confluent	  (c,	  f)	  (n=5,	  original	  magnification	  X100).	  	  (B)	  Changes	  in	  proliferation	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF	  compared	  to	  no	  EGF	  treatment	  for	  up	  to	  48	  hours.	  	  Treatment	  with	  EGF	  resulted	  in	  a	  significant	  increase	  in	  cell	  number	  only	  after	  48	  hours	  of	  treatment	  (n=3;	  	  **	  indicates	  P<0.001	  compared	  to	  0	  hour	  time	  point	  and	  letter	  “a”	  indicates	  P<0.05	  for	  EGF	  treatment	  compared	  to	  no	  EGF).	  	  
 70 
	  	  
Figure	  2.5:	  Mesenchymal-­‐to-­‐epithelial	  transition	  (MET)	  induced	  by	  removal	  of	  EGF	  from	  cultured	  mesothelial	  cells.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  (a-­‐c)	  and	  exhibited	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  120	  hours.	  	  LP-­‐9	  cells	  were	  also	  treated	  with	  EGF	  for	  72	  hours,	  (d	  &	  g)	  and	  then	  EGF	  was	  removed	  from	  the	  medium	  for	  either	  24	  hours	  (h)	  or	  48	  hours	  (i),	  which	  resulted	  in	  the	  cells	  changing	  their	  morphology	  from	  fibroblast-­‐like	  back	  to	  epithelial-­‐like.	  	  The	  positive	  controls	  were	  cells	  cultured	  in	  the	  presence	  of	  EGF	  for	  72	  hours	  (d),	  96	  hours	  (e),	  or	  120	  hours	  (f)	  (Original	  magnification	  X100).	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Figure	  2.6:	  LP-­‐9	  cells	  became	  migratory	  in	  response	  to	  injury.	  	  LP-­‐9	  cells	  were	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  and	  allowed	  to	  reach	  confluence	  and	  exhibited	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  Cultures	  were	  scratched	  using	  a	  pipette	  tip	  and	  imaged	  for	  up	  to	  20	  hours.	  	  Cells	  around	  the	  wound	  area	  became	  multilayer	  (arrows)	  and	  mobile	  and	  started	  to	  move	  into	  the	  wound	  area.	  	  Squares	  highlight	  the	  same	  population	  of	  cells	  at	  the	  indicated	  time,	  demonstrating	  that	  covering	  up	  the	  wound	  area	  is	  due	  to	  an	  increase	  in	  mobility	  of	  LP-­‐9	  cells	  rather	  than	  an	  increase	  in	  cell	  division.	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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Figure	  2.7:	  The	  response	  of	  LP-­‐9	  cells	  to	  scratch	  wounding	  after	  5	  hours.	  	  Some	  cells	  around	  the	  wound	  exhibited	  multilayer	  characteristics	  (arrows	  in	  a	  and	  b).	  	  Cells	  further	  away	  from	  the	  wound	  area	  (b	  and	  c)	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology.	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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Figure	  2.8:	  Effects	  of	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  cells	  (A).	  	  Cells	  were	  treated	  with	  the	  indicated	  concentrations	  of	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β1for	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  either	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  exhibited	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered,	  whereas	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  TGF-­‐
β1	  did	  not	  grow	  as	  quickly	  as	  those	  treated	  with	  EGF	  or	  IL-­‐1β,	  and	  even	  after	  72	  hours	  of	  treatment	  there	  were	  many	  cells	  that	  still	  retained	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	  	  (B)	  Representative	  immunoblotting	  for	  EMT	  marker	  CK	  19	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  different	  concentrations	  of	  IL-­‐1β.	  	  Treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  10	  ng/ml	  of	  IL-­‐1β	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  CK	  19.	  	  (C)	  Representative	  immunoblotting	  for	  EMT	  marker	  CK	  19	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  different	  concentrations	  of	  TGF-­‐β1.	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  TGF-­‐β1	  showed	  significant	  down	  regulation	  of	  the	  epithelial	  marker,	  CK19.	  	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%).	  CK19	  levels	  were	  normalized	  to	  GAPDH.	  Data	  are	  mean	  ±	  SEM	  for	  n=2,	  *	  P	  <	  0.05,	  **	  P	  <	  0.001	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Figure	  2.9:	  LP-­‐9	  cells	  became	  migratory	  as	  they	  underwent	  EMT.	  	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  for	  96	  hours.	  	  Images	  were	  taken	  within	  one	  second	  of	  each	  other	  (a-­‐c).	  	  LP-­‐9	  cells	  became	  fibroblast-­‐like	  multilayered	  bundles	  of	  cells	  (arrows).	  	  The	  cells	  in	  these	  bundles	  became	  migratory	  as	  indicated	  by	  the	  length	  of	  the	  double-­‐headed	  arrow.	  	  Other	  nearby	  cells	  also	  became	  migratory	  (see	  cell	  in	  oval)	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	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CHAPTER	  3	  
UTERINE	  EPITHELIAL	  CELLS	  SECRETED	  FACTORS	  THAT	  STIMULATE	  
EPITHELIAL-­‐MESENCHYMAL	  TRANSITION	  IN	  LP-­‐9	  MESOTHELIAL	  CELLS	  
	  
Introduction	  Endometriosis	  is	  an	  estrogen	  dependent	  gynecological	  disease	  that	  affects	  1	  in	  10	  women	  of	  reproductive	  age	  (Ballweg	  2004,	  Giudice	  &	  Kao	  2004).	  	  In	  patients	  with	  infertility	  the	  incidence	  has	  been	  reported	  to	  be	  30%	  (Fazleabas	  2006).	  	  Endometriosis	  is	  defined	  as	  the	  presence	  of	  endometrial	  fragments	  outside	  the	  uterine	  cavity,	  with	  subsequent	  implantation	  and	  proliferation	  at	  sites	  outside	  the	  uterus	  (Sampson	  1927).	  While	  endometriosis	  has	  been	  studied	  for	  the	  past	  150	  years,	  the	  pathogenesis	  of	  this	  disease	  is	  still	  unclear.	  	  The	  most	  accepted	  theory	  is	  Sampson’s	  theory	  of	  retrograde	  menstruation,	  in	  which	  endometrial	  fragments	  are	  thought	  to	  leave	  the	  uterine	  cavity	  and	  enter	  the	  peritoneal	  cavity	  through	  retrograde	  menstruation	  via	  the	  oviduct.	  	  This	  retrograde	  menstruation	  can	  then	  lead	  to	  attachment	  of	  endometrial	  fragments	  to	  the	  mesothelial	  layer	  of	  the	  peritoneal	  wall	  or	  surface	  of	  other	  organs.	  	   The	  peritoneal	  membrane	  is	  lined	  with	  a	  monolayer	  of	  mesothelial	  cells	  that	  has	  some	  epithelial-­‐like	  characteristics,	  but	  most	  importantly	  it	  acts	  as	  a	  barrier	  and	  secretes	  factors	  that	  regulate	  peritoneal	  permeability	  as	  well	  as	  local	  host	  defense	  (Tee	  et	  al	  2007,	  Witz	  et	  al	  2000,	  Witz	  et	  al	  2001).	  	  In	  vitro	  studies	  have	  shown	  that	  both	  endometrial	  stromal	  and	  epithelial	  cells	  can	  adhere	  to	  intact	  peritoneal	  mesothelium	  within	  one	  hour	  (Witz	  et	  al	  2002,	  Witz	  et	  al	  2001).	  	  After	  attachment,	  endometrial	  cells	  can	  proliferate	  and	  slowly	  invade	  through	  the	  mesothelial	  layer	  within	  18-­‐24	  hours	  (Witz	  et	  al	  2002).	  	  This	  attachment	  and	  invasion	  can	  activate	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mesothelial	  inflammatory	  responses	  due	  to	  increased	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  aiming	  to	  clear	  the	  peritoneal	  cavity	  of	  the	  ectopic	  endometriotic	  cells	  and	  tissue	  (Christodoulakos	  et	  al	  2007).	  Cytokines	  and	  growth	  factors	  such	  as	  TGF(β),	  IL-­‐1	  and	  IL-­‐6,	  and	  TNF(α)	  are	  secreted	  from	  activated	  peritoneal	  macrophages	  and	  are	  known	  to	  induce	  proliferation	  and	  neovascularization	  (Donnez	  et	  al	  1998,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  The	  peritoneal	  fluid	  of	  patients	  with	  endometriosis	  has	  been	  shown	  to	  have	  elevated	  levels	  of	  these	  factors	  (Buyalos	  et	  al	  1992,	  Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Wieser	  et	  al	  2002).	  	  Invasion	  of	  endometrial	  fragments	  through	  the	  mesothelial	  barrier	  involves	  destruction	  of	  the	  extracellular	  matrix	  (ECM)	  of	  the	  basement	  membrane	  as	  well	  as	  induction	  of	  inflammatory	  responses.	  	  IL-­‐1,	  for	  example,	  is	  a	  potent	  inducer	  of	  matrix	  metalloproteinase-­‐3	  (MMP-­‐3),	  which	  can	  increase	  invasiveness	  of	  ectopic	  cells	  (Sillem	  et	  al	  2001).	  	  	  TNF-­‐α	  has	  been	  shown	  to	  induce	  several	  signaling	  cascades	  involved	  in	  inflammation	  as	  well	  as	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  (EMT)	  in	  endometriotic	  epithelial	  cells	  (Grund	  et	  al	  2008).	  	   Epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  is	  a	  developmental	  process	  characterized	  by	  loss	  of	  epithelial	  cell	  markers,	  gain	  of	  mesenchymal	  cell	  markers,	  changes	  in	  cellular	  morphology,	  and	  an	  increase	  in	  mobility	  and	  invasiveness	  (Bonnomet	  et	  al	  2010,	  Chaffer	  et	  al	  2007,	  Demir	  et	  al	  2004,	  Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  Epithelial	  cells	  undergoing	  EMT	  change	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  show	  increased	  proliferation,	  and	  become	  multilayered	  due	  to	  the	  loss	  of	  epithelial	  cell	  markers	  such	  as	  epidermal	  keratins	  and	  an	  increase	  in	  expression	  of	  mesenchymal	  cell	  markers	  such	  as	  the	  intermediate	  filament	  vimentin	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(Connell	  &	  Rheinwald	  1983,	  Mendez	  et	  al	  2010,	  Zoltan-­‐Jones	  et	  al	  2003).	  	  Up-­‐regulation	  of	  vimentin	  is	  correlated	  with	  changes	  in	  cell	  shape,	  motility	  and	  adhesion	  in	  MCF-­‐7	  cells	  (Mendez	  et	  al	  2010).	  The	  zinc	  finger	  transcription	  factor,	  snail,	  (Larriba	  et	  al	  2010,	  Martinez-­‐Estrada	  et	  al	  2010,	  Tuhkanen	  et	  al	  2009)	  as	  well	  as	  the	  basic	  helix-­‐loop-­‐helix	  (bHLH)	  transcription	  factor,	  twist,	  (Yang	  et	  al	  2004,	  Yang	  et	  al	  2009)	  have	  both	  been	  implicated	  in	  induction	  of	  EMT.	  	  Growth	  factors	  such	  as	  EGF	  (Strutz	  et	  al	  2002)	  and	  TGFβ	  (Sosic	  et	  al	  2003)	  are	  known	  inducers	  of	  snail	  and	  twist.	  	  Injuries	  to	  the	  mesothelium	  such	  as	  peritoneal	  dialysis	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003)	  can	  induce	  activation	  of	  peritoneal	  macrophages	  resulting	  in	  secretion	  of	  specific	  growth	  factors	  and	  cytokines	  that	  can	  induce	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT.	  	  We	  propose	  that	  the	  morphological	  changes	  associated	  with	  EMT	  expose	  the	  underlying	  basement	  membrane	  to	  degradation	  and	  thereby	  allow	  invasion	  of	  endometrial	  fragments.	  	  We	  hypothesize	  that	  secreted	  factors	  from	  endometrial	  cells	  induce	  EMT	  in	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  resulting	  in	  the	  establishment	  of	  ectopic	  endometriotic	  lesions.	  	   The	  goal	  of	  the	  studies	  in	  this	  chapter	  was	  to	  determine	  whether	  specific	  factors	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  can	  induce	  EMT	  in	  cultured	  mesothelial	  cells.	  	  In	  order	  to	  answer	  this	  question	  we	  monitored	  changes	  in	  EMT	  markers	  including	  cytokeratin,	  vimentin,	  and	  the	  transcription	  factors	  twist,	  snail1	  and	  snail2	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  conditioned	  medium	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  or	  specific	  proteins	  secreted	  by	  these	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008,	  Sosic	  &	  Olson	  2003,	  Sosic	  et	  al	  2003,	  Strutz	  et	  al	  2002).	  	  We	  also	  examined	  the	  effects	  of	  uterine	  epithelial	  cell	  (HES)	  secreted	  factors	  on	  expression	  of	  several	  MMPs	  as	  well	  as	  on	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the	  expression	  of	  EMMPRIN	  mRNA	  and	  protein.	  	  The	  effect	  of	  EMMPRIN	  on	  LP-­‐9	  cells	  was	  studied	  in	  more	  detail	  in	  the	  next	  chapter.	  	  	  
Results	  
Identifying	  Secreted	  Factors	  from	  Uterine	  Epithelial	  Cells	  	   We	  investigated	  the	  presence	  of	  factors	  in	  the	  conditioned	  medium	  of	  HES	  cells	  that	  can	  cause	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  using	  ELISA	  assays.	  	  We	  were	  able	  to	  detect	  1-­‐1.5	  pg/ml	  of	  IL-­‐1β	  in	  2%	  concentrated	  conditioned	  medium	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  (HES	  CCM)	  (data	  not	  shown).	  	  The	  2%	  HES	  CCM	  also	  contained	  83.7-­‐98.9	  pg/ml	  of	  TGF-­‐β1	  (data	  not	  shown).	  	  As	  HES	  CCM	  contains	  multiple	  factors	  that	  might	  induce	  EMT,	  we	  treated	  LP-­‐9	  cells	  with	  higher	  (10	  ng/ml)	  individual	  concentrations	  of	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1.	  	  EGF	  treatment	  was	  used	  as	  a	  positive	  control	  for	  EMT.	  
	  
Comparison	  of	  the	  Effects	  of	  HES	  CCM,	  IL-­‐1β	  and	  EGF	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  Cells	  	  To	  determine	  whether	  medium	  containing	  secreted	  factors	  from	  HES	  cells	  was	  capable	  of	  inducing	  EMT	  in	  mesothelial	  cells,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  either	  no	  EGF	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF	  (positive	  control),	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  CCM	  for	  72	  hours	  and	  then	  imaged	  by	  light	  microscopy	  (Fig.	  3.1).	  	  Two	  different	  concentrations	  of	  HES	  CCM	  (2%	  and	  10%)	  were	  tested,	  but	  we	  found	  that	  the	  2%	  HES	  CCM	  was	  sufficient	  to	  induce	  significant	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  The	  10%	  HES	  CCM	  treatment	  also	  induced	  EMT	  in	  LP-­‐9	  cells,	  however,	  after	  12	  hours	  of	  treatment	  there	  were	  many	  floating	  cells	  in	  the	  culture	  dish	  indicative	  of	  cells	  lifting	  off	  the	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plates	  (data	  not	  shown).	  	  Cells	  cultured	  in	  medium	  lacking	  EGF	  maintained	  their	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  the	  72	  hours	  of	  treatment	  while	  treated	  cells	  acquired	  a	  multilayered,	  fibroblast-­‐like	  morphology	  (Fig	  3.1).	  	  	  EGF	  treatment	  induced	  more	  pronounced	  morphological	  changes	  than	  the	  IL-­‐1β	  or	  HES	  CCM	  treatment.	  	  The	  results	  of	  immunoblotting	  indicated	  that	  LP-­‐9	  cell	  lysates	  express	  large	  amounts	  of	  EMMPRIN	  protein,	  and	  that	  expression	  of	  EMMPRIN	  increased	  when	  cells	  were	  treated	  with	  EGF	  for	  72	  hours.	  	  However,	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  or	  2%	  HES	  CCM	  showed	  even	  higher	  expression	  of	  EMMPRIN	  than	  cells	  treated	  with	  EGF	  (Fig.	  3.2	  A	  and	  B).	  	  Expression	  of	  the	  epithelial	  marker,	  CK	  19,	  decreased	  in	  cells	  	  	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  CCM	  whereas	  expression	  of	  N-­‐cadherin	  and	  the	  intermediate	  filament	  protein	  vimentin	  were	  increased	  compared	  to	  cells	  cultured	  in	  medium	  without	  any	  treatment	  (Fig.	  3.2	  A	  and	  B).	  	  Although,	  expression	  of	  the	  transcription	  factor	  twist	  was	  up-­‐regulated	  in	  response	  to	  all	  treatments,	  expression	  of	  the	  snail	  1	  transcription	  factor	  was	  significantly	  up-­‐regulated	  only	  in	  EGF	  treated	  cells	  (Fig	  3.2	  A	  and	  B).	  	  The	  qRT-­‐PCR	  analysis	  confirmed	  that	  in	  response	  to	  the	  various	  treatments,	  mRNA	  expression	  of	  CK19	  decreased	  significantly	  (Fig	  3.3	  A),	  while	  the	  mRNA	  expression	  of	  vimentin	  increased	  (Fig	  3.3	  B).	  To	  determine	  how	  quickly	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  our	  treatments,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  either	  no	  EGF	  (control),	  EGF,	  IL-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  CCM	  and	  then	  imaged	  by	  light	  microscopy	  every	  6	  hours	  for	  24	  hours	  and	  then	  every	  24	  hours	  for	  up	  to	  72	  hours	  (Fig.	  3.4).	  	  Cells	  cultured	  in	  medium	  without	  EGF	  maintained	  their	  monolayer,	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  the	  72	  hours	  of	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treatment	  (Fig	  3.4	  a-­‐e).	  	  Mesothelial	  cells	  underwent	  EMT	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment	  with	  EGF	  (Fig	  3.4	  f-­‐j),	  IL-­‐1β	  (Fig	  3.4	  k-­‐o)	  or	  2%	  HES	  CCM	  (Fig	  3.4	  p-­‐t).	  	  However,	  these	  changes	  in	  morphology	  were	  most	  pronounced	  in	  cells	  treated	  with	  EGF.	  	  By	  48	  hours,	  treated	  cells	  started	  to	  form	  bundles	  as	  the	  cells	  were	  becoming	  multilayered	  and	  there	  was	  little	  difference	  between	  EGF	  treated	  cells	  and	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  or	  2%	  HES	  CCM	  (Fig	  3.4	  i,	  n,	  and	  s).	  	  These	  results	  showed	  that	  EGF	  is	  a	  more	  potent	  stimulator	  of	  EMT	  than	  IL-­‐1β	  or	  2%	  HES	  CCM,	  but	  by	  48	  hours	  of	  treatment	  each	  of	  these	  factors	  was	  sufficient	  to	  induce	  EMT	  in	  the	  mesothelial	  cells.	  	  We	  extended	  our	  treatments	  to	  72	  hours	  to	  ensure	  that	  most	  of	  the	  cells	  acquired	  the	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  Quantitative	  real	  time	  PCR	  (qRT-­‐PCR)	  was	  performed	  to	  assess	  any	  changes	  in	  mRNA	  levels	  of	  snail	  2/slug	  and	  twist	  in	  response	  to	  EGF,	  IL-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  CCM	  treatments.	  	  Since	  snail	  2/slug	  and	  twist	  are	  transcription	  factors	  we	  performed	  more	  detailed	  time	  course	  experiments	  to	  identify	  the	  timing	  of	  changes	  for	  these	  EMT	  markers	  in	  mesothelial	  cells.	  	  Relative	  fold	  changes	  in	  the	  transcription	  factors	  snail	  2/slug	  and	  twist	  were	  determined	  by	  qRT-­‐PCR	  (Fig.	  3.5	  A-­‐D).	  	  Compared	  to	  control	  (Fig.	  3.5	  A),	  in	  EGF	  treated	  cells,	  snail2/slug	  mRNA	  levels	  increased	  about	  2	  fold	  over	  control	  by	  6	  hours	  and	  peaked	  at	  12	  hours	  (7	  fold)	  of	  treatment	  and	  then	  decreased	  over	  time,	  while	  twist	  mRNA	  expression	  increased	  by	  2.6	  fold	  over	  control	  by	  6	  hours,	  and	  3.9	  fold	  over	  control	  by	  12	  hours	  and	  then	  gradually	  decreased	  over	  time	  (Fig.	  3.5	  B).	  	  In	  IL-­‐1β	  treated	  cells,	  snail	  2/slug	  expression	  showed	  a	  modest	  increase	  (2	  fold)	  over	  time	  reaching	  peak	  expression	  by	  18	  hours	  of	  treatment	  and	  then	  decreased	  thereafter.	  	  Twist	  mRNA	  expression	  in	  response	  to	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IL-­‐1β	  treatment	  increased	  3	  fold	  at	  6	  hours	  and	  4	  fold	  by	  18	  hours	  over	  controls	  (Fig.	  3.5	  C).	  	  Treatment	  with	  2%	  HES	  CCM	  had	  no	  effect	  in	  expression	  of	  snail	  2	  over	  time,	  while	  twist	  mRNA	  expression	  increased	  2	  fold	  over	  control	  by	  6	  hours	  and	  4	  fold	  by	  48	  hours	  and	  then	  decreased	  (Fig	  3.5	  D).	  	  These	  qRT-­‐PCR	  results	  indicate	  that	  twist	  mRNA	  expression	  increases	  as	  early	  as	  6	  hours	  for	  all	  our	  treatments,	  and	  show	  that	  both	  snail	  2/slug	  and	  twist	  are	  involved	  in	  activating	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	   Immunoblot	  analysis	  demonstrated	  that	  EGF	  treatment	  caused	  an	  up-­‐regulation	  of	  twist	  as	  well	  as	  snail	  1	  protein	  expression,	  although	  snail	  1	  expression	  was	  much	  more	  pronounced	  at	  6,	  12,	  18,	  and	  24	  hours	  than	  twist	  expression	  which	  was	  at	  its	  highest	  level	  at	  12	  hours	  of	  treatment	  (Fig.	  3.6	  A-­‐D).	  	  These	  data	  are	  consistent	  with	  EGF	  as	  an	  activator	  of	  snail	  1.	  	  Both	  IL-­‐1β	  and	  2%	  HES	  CCM	  treatments	  increased	  expression	  of	  twist	  with	  a	  very	  minimal	  increase	  in	  snail	  1	  expression	  (Fig.	  3.6	  A-­‐D).	  	  The	  result	  of	  our	  time	  course	  immunoblot	  analysis	  for	  the	  epithelial	  marker,	  CK	  19,	  showed	  significant	  up-­‐regulation	  of	  this	  protein	  in	  negative	  control	  cells	  over	  time	  (Fig	  3.7	  A	  and	  B).	  	  Although	  there	  was	  a	  slight	  up-­‐regulation	  of	  CK	  19	  after	  EGF	  (12	  and	  18	  hours)	  and	  IL-­‐1β	  (24	  and	  48	  hours)	  treatments,	  the	  CK	  19	  level	  was	  significantly	  lower	  in	  these	  treated	  cells	  than	  the	  control	  treatment	  group	  (Fig	  3.7	  A	  and	  B).	  Taken	  together	  these	  findings	  confirm	  changes	  in	  well-­‐established	  EMT	  markers	  and	  show	  concomitant	  changes	  in	  mRNA	  and	  protein	  expression	  as	  cells	  underwent	  EMT.	  	  Our	  results	  also	  indicate	  that	  IL-­‐1β	  and	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  primarily	  by	  activating	  the	  
 85 
transcription	  factor	  twist,	  whereas	  EGF	  treatment	  induces	  EMT	  by	  activating	  both	  twist	  and	  snail	  1	  transcription	  factors.	  
	  
Changes	  in	  the	  Morphology	  and	  Expression	  of	  EMT	  Markers	  as	  LP-­‐9	  Mesothelial	  
Cells	  Undergo	  EMT	  in	  Response	  to	  TGF-­‐β1	  Treatment	  	   To	  determine	  the	  effect	  of	  TGF-­‐β1	  on	  EMT	  of	  mesothelial	  cells,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  either	  no	  EGF	  as	  a	  negative	  control,	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  as	  a	  positive	  control,	  or	  TGF-­‐β1	  for	  72	  hours.	  	  In	  comparison	  to	  the	  negative	  control,	  cells	  treated	  with	  EGF	  exhibited	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered.	  	  Cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  did	  not	  proliferate	  as	  quickly	  as	  those	  treated	  with	  EGF	  and	  after	  72	  hours	  of	  treatment	  there	  were	  still	  cells	  that	  retained	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Fig.	  3.8	  A).	  We	  also	  examined	  the	  effect	  of	  different	  treatments	  on	  changes	  in	  expression	  of	  EMT	  markers	  such	  as	  the	  transcription	  factor	  snail	  1,	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin,	  and	  the	  epithelial	  marker	  cytokeratin	  19	  (CK19).	  	  Immunoblotting	  with	  antibodies	  to	  these	  EMT	  markers	  showed	  that	  both	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  treatment	  resulted	  in	  significant	  up-­‐regulation	  in	  protein	  expression	  of	  snail	  1	  and	  vimentin	  as	  well	  as	  down	  regulation	  of	  CK19	  (Fig.	  3.8	  B	  and	  C).	  	   To	  determine	  how	  quickly	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  these	  treatments,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  no	  EGF	  (control),	  EGF,	  or	  TGF-­‐β1	  and	  then	  imaged	  by	  light	  microscopy	  every	  24	  hours	  for	  up	  to	  72	  hours.	  	  Compared	  to	  the	  control	  (Fig.	  3.9	  A,	  a-­‐d),	  cells	  treated	  with	  EGF	  (Fig.	  3.9	  A,	  e-­‐h)	  exhibited	  a	  multilayered,	  fibroblast-­‐	  like	  morphology	  as	  early	  as	  24	  hours	  of	  treatment,	  while	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negative	  control	  cells	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  time.	  	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  (Fig.	  3.9	  A,	  i-­‐l),	  also	  showed	  a	  multilayered,	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  	  The	  change	  in	  morphology	  in	  cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  was	  not	  as	  dramatic	  as	  cells	  treated	  with	  EGF.	  	  However,	  while	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  showed	  modest	  changes	  in	  morphology,	  the	  results	  of	  our	  immunoblots	  indicated	  a	  more	  significant	  reduction	  in	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  compared	  to	  EGF	  treated	  cells	  (Fig.	  3.9	  B).	  	  Negative	  control	  samples,	  on	  the	  other	  hand,	  showed	  a	  significant	  increase	  in	  CK	  19	  over	  time.	  	  Snail	  1	  expression	  gradually	  increased	  in	  cells	  treated	  with	  EGF	  compared	  to	  the	  negative	  controls	  over	  time,	  and	  by	  72	  hours	  of	  treatment	  there	  was	  a	  significant	  increase	  in	  snail	  1expression.	  	  In	  TGF-­‐β1	  treated	  samples,	  snail	  1	  expression	  was	  increased	  at	  24	  hours	  and	  this	  increased	  expression	  was	  maintained	  over	  time	  (Fig.3.9	  C).	  We	  also	  examined	  changes	  in	  expression	  of	  the	  pro-­‐inflammatory	  cytokines	  IL-­‐1α	  and	  IL-­‐1β	  in	  response	  to	  different	  treatments.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  showed	  a	  significant	  increase	  in	  IL-­‐1α	  mRNA	  expression	  (Fig	  3.10	  A)	  while	  IL-­‐1β	  mRNA	  expression	  was	  increased	  by	  both	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  treatments	  (Fig	  3.10	  B).	  	  We	  did	  not	  observe	  any	  change	  in	  IL-­‐1α	  or	  IL-­‐1β	  mRNA	  expression	  in	  cells	  treated	  with	  2%	  HES	  CCM.	  	  These	  results	  indicate	  that	  while	  high	  concentrations	  of	  individual	  proteins	  were	  capable	  of	  stimulating	  an	  increase	  in	  these	  pro-­‐inflammatory	  factors,	  the	  combination	  of	  different	  factors	  in	  HES	  CCM,	  at	  the	  dosage	  that	  was	  used	  in	  our	  study,	  did	  not	  induce	  any	  change	  in	  IL-­‐1α	  or	  IL-­‐1β.	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Expression	  of	  MMPs	  in	  LP-­‐9	  Cells	  Undergoing	  EMT	  
	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  HES	  CCM	  showed	  up-­‐regulation	  of	  EMMPRIN	  protein,	  and	  the	  main	  function	  of	  EMMPRIN	  protein	  is	  induction	  of	  different	  matrix	  metalloproteinases.	  	  To	  determine	  whether	  these	  treatments	  can	  stimulate	  MMP-­‐1,	  -­‐2	  and	  -­‐3,	  as	  well	  as	  the	  EMMPRIN	  gene	  we	  treated	  LP-­‐9	  cells	  with	  no	  EGF,	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  HES	  CCM	  for	  24	  and	  72	  hours	  and	  examined	  changes	  in	  mRNA	  expression	  for	  the	  different	  MMPs.	  	  The	  qTR-­‐PCR	  results	  indicated	  that	  MMP-­‐1	  mRNA	  expression	  increased	  significantly	  in	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β	  and	  HES	  CCM	  as	  early	  as	  24	  hours	  after	  treatment	  and	  maintained	  this	  level	  over	  72	  hours	  of	  treatment	  (Fig	  3.11	  A	  and	  B).	  	  We	  also	  found	  that	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  was	  significantly	  increased	  in	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  for	  24	  hours	  (Fig	  3.12	  A).	  	  We	  did	  not	  observe	  any	  change	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐2	  in	  72	  hours	  treatment	  samples	  (Fig	  3.12	  B).	  	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression	  was	  increased	  in	  samples	  treated	  with	  either	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  for	  24	  hours.	  	  Although	  the	  increase	  in	  MMP-­‐3	  mRNA	  was	  more	  significant	  in	  IL-­‐1β	  treated	  samples	  than	  in	  EGF	  treated	  (Fig	  3.13	  A).	  	  These	  results	  indicate	  that	  matrix	  metalloproteinases	  may	  be	  involved	  in	  degrading	  extracellular	  matrix	  as	  cell	  become	  more	  motile	  and	  migrate	  in	  response	  to	  different	  treatments.	  	  Activation	  of	  MMPs	  may	  play	  a	  critical	  role	  in	  the	  remodeling	  of	  the	  mesothelial	  layer	  in	  establishment	  of	  endometriosis.	  	   We	  also	  carried	  out	  experiments	  to	  confirm	  that	  HES	  cells	  secret	  EMMPRIN.	  	  Immunoblot	  analysis	  of	  CM	  collected	  from	  HES	  cells	  with	  antibody	  to	  EMMPRIN	  confirmed	  the	  presence	  of	  secreted	  EMMPRIN	  in	  HES	  CM	  (Fig	  3.14	  A).	  	  No	  EMMPRIN	  was	  detected	  in	  un-­‐concentrated	  conditioned	  medium	  (UCM),	  but	  we	  detected	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substantial	  amounts	  of	  EMMPRIN	  in	  2%,	  and	  100%	  (50	  fold	  concentrated)	  HES	  CCM.	  	  HES	  cell	  lysate	  was	  used	  as	  a	  positive	  control	  (Fig	  3.14	  A).	  	   We	  then	  assessed	  the	  effects	  of	  our	  different	  treatments	  on	  EMMPRIN	  microvesicles	  release,	  we	  treated	  LP-­‐9	  cells	  with	  no	  EGF,	  EGF,	  IL-­‐1β	  and	  2%	  HES	  CCM	  for	  36	  hours.	  	  We	  treated	  cells	  for	  36	  hours	  because	  microvesicles	  degrade	  quickly.	  	  We	  were	  able	  to	  demonstrate	  that	  treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  IL-­‐1β,	  and	  HES	  CCM	  for	  36	  hours	  can	  result	  in	  release	  of	  EMMPRIN	  by	  microvesicle	  shedding	  (Fig.	  3.14	  B).	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  increased	  EMMPRIN	  protein	  expression	  (Fig	  3.2	  A),	  but	  there	  was	  little	  change	  in	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  in	  these	  treated	  samples	  (Fig	  3.15	  A	  and	  B).	  	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  HES	  CCM	  showed	  a	  modest	  but	  significant	  increase	  in	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  over	  time	  reaching	  peak	  expression	  by	  18	  and	  24	  hours	  of	  treatment	  and	  then	  decreasing	  thereafter	  (Fig.3.15	  C).	  	  These	  results	  suggest	  that	  perhaps	  a	  synergistic	  effect	  of	  different	  factors	  is	  required	  to	  induce	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  or	  that	  it	  is	  an	  individual	  factor	  that	  we	  did	  not	  focus	  on	  in	  this	  study.	  	  
The	  Effects	  of	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  HES	  CCM	  on	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cell	  Migration	  To	  examine	  the	  effect	  of	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  an	  in	  vitro	  scratch	  assay	  was	  performed.	  	  Confluent	  monolayers	  of	  LP-­‐9	  cells	  were	  scratched	  using	  a	  10	  μl	  pipette	  tip	  and	  washed	  twice	  with	  medium	  lacking	  growth	  factor	  to	  remove	  any	  cells	  that	  were	  detached.	  	  LP-­‐9	  cell	  cultures	  were	  then	  treated	  with	  medium	  without	  EGF	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β,	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1,	  and	  2%	  HES	  CCM.	  	  Cultured	  LP-­‐9	  cells	  were	  imaged	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every	  4	  hours	  for	  up	  to	  24	  hours	  (Fig.	  3.16).	  	  The	  green	  overlay	  in	  the	  image	  represents	  the	  cell-­‐covered	  area	  of	  the	  original	  phase	  contrast	  microscopy	  image	  and	  the	  black	  area	  represents	  the	  scratch	  area.	  	  With	  the	  comparison	  of	  the	  original	  phase	  contrast	  microscopy	  image	  and	  the	  resulting	  overlay	  image	  (green	  images)	  the	  closure	  of	  the	  scratched	  area	  was	  monitored	  over	  time.	  	  The	  scratched	  area	  in	  EGF	  treated	  samples	  was	  significantly	  smaller	  than	  other	  treatments	  at	  24	  hour	  post	  scratch	  and	  almost	  completely	  covered	  by	  LP-­‐9	  cells	  that	  had	  migrated	  into	  the	  scratched	  region	  by	  24	  hours	  (Fig.	  3.16	  A).	  	  Compared	  to	  the	  control,	  scratched	  region	  in	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  2%	  HES	  CCM	  was	  also	  smaller	  at	  24	  hours	  post	  scratch.	  	  The	  scratched	  region	  in	  no	  EGF	  control	  samples	  was	  significantly	  smaller	  over	  time,	  however	  the	  scratched	  region	  in	  these	  samples	  was	  not	  completely	  covered	  by	  cells	  at	  24	  hours	  post	  scratch	  (Fig.	  3.16	  A).	  To	  quantify	  the	  differences	  in	  the	  rate	  of	  migration	  in	  LP-­‐9	  cells	  in	  response	  to	  different	  treatments	  we	  used	  a	  web-­‐based	  image	  analysis	  platform	  offered	  by	  ibidi	  ®	  called	  Wimasis	  Image	  Analysis.	  	  The	  rate	  of	  migration	  was	  measured	  by	  quantifying	  the	  cell-­‐covered	  area	  per	  time	  or	  the	  total	  distance	  that	  the	  LP-­‐9	  cells	  moved	  from	  the	  edge	  of	  the	  scratch	  toward	  the	  center	  of	  the	  scratch	  (scratched	  area).	  	  The	  scratched	  region	  in	  cells	  treated	  with	  EGF	  was	  significantly	  smaller	  compared	  to	  the	  control,	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  HES	  CCM	  treatments	  at	  24	  hours	  post	  scratch	  (Fig	  3.16	  B).	  	  These	  results	  suggest	  that	  in	  response	  to	  a	  wound,	  growth	  factors	  such	  as	  EGF	  (product	  of	  uterine	  stromal	  cells)	  and	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  (IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1)	  can	  stimulate	  mesothelial	  cell	  to	  become	  mobile	  and	  migrate	  faster	  in	  attempt	  to	  close	  the	  wound	  area.	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Discussion	  	   Endometriosis	  is	  a	  gynecological	  disorder	  characterized	  by	  the	  presence	  and	  growth	  of	  endometrial	  tissues	  in	  ectopic	  sites.	  	  Sampson’s	  theory	  of	  retrograde	  menstruation	  is	  a	  widely	  accepted	  mechanism	  for	  the	  presence	  of	  endometrial	  cells	  in	  these	  ectopic	  sites.	  	  However,	  our	  current	  understanding	  of	  the	  etiology	  of	  this	  disease	  and	  the	  mechanism	  by	  which	  these	  endometrial	  fragments	  can	  invade	  and	  pass	  the	  mesothelial	  barrier	  still	  remains	  unclear.	  	  We	  show	  here	  that	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  may	  be	  a	  mechanism	  by	  which	  endometrial	  cells	  can	  pass	  through	  the	  mesothelial	  barrier,	  exposing	  the	  underlying	  basement	  membrane	  to	  degradation,	  and	  consequently	  allowing	  the	  endometrial	  cells	  to	  invade	  into	  the	  peritoneum	  and	  initiate	  formation	  of	  endometriotic	  lesions.	  	  In	  addition,	  we	  are	  the	  first	  to	  show	  that	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  are	  potent	  stimulators	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  HES	  CM	  contains	  multiple	  factors,	  many	  of	  which	  may	  be	  involved	  in	  EMT	  and	  may	  have	  synergistic	  effects.	  In	  this	  study	  we	  were	  able	  to	  identify	  three	  components	  of	  HES	  CM-­‐	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  EMMPRIN	  as	  inducers	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  These	  proteins	  were	  measured	  in	  HES	  CM	  by	  ELISA	  assay	  or	  immunoblotting.	  	  While	  the	  endogenous	  levels	  of	  these	  cytokines	  were	  low,	  we	  used	  higher	  concentrations	  of	  each	  individual	  factor	  in	  our	  experiments	  for	  two	  reasons.	  	  First,	  we	  were	  interested	  in	  identifying	  the	  effect	  of	  each	  individual	  factor	  on	  LP-­‐9	  cells	  as	  opposed	  to	  the	  combined	  effect	  of	  several	  factors.	  	  Second,	  the	  recombinant	  proteins	  used	  in	  this	  study	  may	  have	  lower	  biological	  activity	  than	  the	  native	  proteins	  secreted	  by	  HES	  cells.	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Uterine	  endometrium	  consists	  of	  both	  epithelial	  and	  stromal	  cells.	  	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  both	  of	  these	  cell	  types	  can	  adhere	  to	  intact	  peritoneal	  mesothelium	  within	  1	  hour	  and	  invade	  through	  the	  mesothelium	  within	  18	  hours	  (Witz	  et	  al	  1999,	  Witz	  et	  al	  2001).	  	  In	  this	  study	  we	  were	  able	  to	  identify	  a	  potential	  mechanism	  by	  which	  endometrial	  cells	  may	  be	  able	  to	  invade	  the	  mesothelial	  barrier.	  We	  believe	  that	  once	  epithelial	  cells	  of	  endometrial	  fragments	  adhere	  to	  the	  mesothelial	  cells,	  they	  can	  secrete	  proteins	  such	  as	  cytokines	  and	  growth	  factors	  that	  can	  induce	  EMT	  and	  cause	  the	  mesothelium	  to	  undergo	  extensive	  remodeling	  thus	  allowing	  endometrial	  cells	  to	  pass	  through.	  	  Furthermore,	  these	  cytokines	  (such	  as	  TNF-­‐α)	  can	  mediate	  inflammation	  in	  the	  surrounding	  tissue	  by	  inducing	  the	  expression	  of	  different	  IL-­‐1	  family	  members	  such	  as	  IL-­‐6	  and	  IL-­‐8	  (Grund	  et	  al	  2008).	  Pro-­‐inflammatory	  chemokines	  that	  attract	  and	  cytokines	  that	  activate	  immune	  cells	  contribute	  to	  normal	  physiological	  homeostasis	  in	  the	  female	  reproductive	  tract	  (Quayle	  2002).	  	  Uterine	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  are	  major	  sources	  of	  different	  cytokines	  in	  the	  human	  endometrium	  (Fahey	  et	  al	  2005,	  Meter	  et	  al	  2005).	  	  For	  example,	  IL-­‐11	  is	  highly	  up-­‐regulated	  in	  uterine	  flushings	  and	  endometrial	  cancer	  cells	  of	  women	  with	  endometrial	  carcinoma	  (Yap	  et	  al	  2010).	  	  	  Additional	  studies	  have	  shown	  that	  uterine	  luminal	  and	  glandular	  epithelial	  cells,	  as	  well	  as	  decidual	  fibroblasts	  and	  endothelial	  cells	  are	  potent	  sources	  of	  several	  cytokines	  including	  TGF-­‐β,	  IL-­‐1α,	  IL-­‐1β,	  IL-­‐6,	  IL-­‐12	  and	  TNF-­‐α	  (Dimitriadis	  et	  al	  2005,	  Grant	  &	  Wira	  2003,	  Jasper	  et	  al	  2007,	  Salamonsen	  et	  al	  2007).	  	  These	  cytokines	  act	  on	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  to	  mediate	  the	  vascular	  and	  tissue	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remodeling	  changes	  essential	  for	  implantation	  and	  also	  regulate	  immune	  cell	  responses	  through	  their	  effects	  on	  the	  phenotype	  and	  function	  of	  macrophages	  (Jasper	  et	  al	  2007).	  We	  have	  confirmed	  that	  HES	  uterine	  epithelial	  cells	  secrete	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  as	  well	  as	  EMMPRIN,	  so	  it	  is	  not	  surprising	  that	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  conditioned	  medium	  from	  HES	  cells	  showed	  significant	  changes	  in	  morphology	  as	  well	  as	  a	  marked	  increase	  in	  expression	  of	  the	  mRNA	  and	  protein	  for	  the	  transcription	  factors	  twist	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment.	  	  The	  up-­‐regulation	  of	  the	  transcription	  factor	  resulted	  in	  a	  decrease	  in	  expression	  of	  epithelial	  markers	  such	  as	  CK	  19	  and	  increases	  in	  mesenchymal	  markers	  such	  as	  vimentin	  and	  N-­‐cadherin.	  	  Treatment	  of	  human	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  isolated	  from	  omentum	  with	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β	  can	  stimulated	  production	  of	  ECM	  and	  induced	  EMT	  in	  these	  cells	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003,	  Yang	  et	  al	  1999).	  	  Peritoneal	  dissemination	  (due	  to	  activation	  of	  EMT)	  is	  one	  of	  the	  leading	  causes	  of	  death	  in	  gastric	  cancer	  patients	  (Lv	  et	  al	  2011a,	  Lv	  et	  al	  2011b).	  	  Previous	  studies	  confirmed	  our	  results	  by	  demonstrating	  that	  mesothelial	  cells	  activated	  by	  TGF-­‐β	  undergo	  EMT	  and	  transition	  from	  normal	  mesothelial	  cells	  to	  myofibroblasts.	  	  The	  EMT	  of	  mesothelial	  cells	  was	  marked	  by	  up-­‐regulation	  of	  vimentin	  and	  a	  decrease	  in	  cytokeratin	  and	  E-­‐cadherin	  expression	  (Lv	  et	  al	  2011b).	  Our	  results	  also	  demonstrated	  that	  the	  cytokine	  TGF-­‐β	  can	  cause	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT	  changing	  their	  morphology	  (very	  modestly)	  from	  an	  epithelial-­‐like	  monolayer	  to	  multilayered	  fibroblast-­‐like	  cells	  that	  became	  mobile.	  	  The	  induction	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  by	  TGF-­‐β	  was	  coincident	  with	  a	  decrease	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in	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  with	  concomitant	  increases	  in	  expression	  of	  mesenchymal	  markers	  such	  as	  the	  transcription	  factor	  snail	  1	  and	  intermediate	  filament	  vimentin.	  	  These	  findings	  support	  recent	  studies	  demonstrating	  that	  the	  expression	  of	  vimentin	  in	  epithelial	  cells	  is	  sufficient	  to	  induce	  several	  important	  features	  of	  EMT	  including	  the	  adaptation	  of	  a	  mesenchymal	  shape	  and	  increased	  motility	  (Mendez	  et	  al	  2010).	  	  We	  observed	  little	  change	  in	  CK	  19	  and	  Snail	  1	  over	  time	  in	  TGF-­‐β	  treated	  mesothelial	  cells	  in	  our	  time	  course	  experiment.	  	  Perhaps	  immunoblot	  assay	  against	  CK	  19	  antibody	  with	  earlier	  time	  points	  can	  give	  more	  precise	  results	  for	  the	  timing	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  in	  response	  to	  TGF-­‐β	  treatment.	  Initiation	  of	  metastasis	  involves	  invasion,	  which	  has	  many	  similarities	  to	  EMT,	  including	  a	  loss	  of	  cell-­‐cell	  adhesion	  and	  an	  increase	  in	  cell	  motility	  (Vernon	  &	  LaBonne	  2004).	  	  E-­‐cadherin	  is	  thought	  to	  play	  a	  major	  role	  in	  the	  transformation	  of	  epithelial	  cells	  to	  mesenchymal	  cells.	  	  Numerous	  studies	  have	  demonstrated	  the	  importance	  of	  the	  E-­‐cadherin/	  catenin	  complex	  in	  maintaining	  the	  normal	  phenotype	  of	  epithelial	  cells	  (Cano	  &	  Portillo	  2010,	  Comijn	  et	  al	  2001,	  Guarino	  et	  al	  2007).	  	  The	  transcription	  factors	  snail	  1	  and	  snail	  2	  are	  well-­‐known	  repressors	  of	  E-­‐cadherin	  (Bolos	  et	  al	  2003,	  Casas	  et	  al	  2011,	  Dohadwala	  et	  al	  2010).	  	  Although	  we	  were	  able	  to	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  with	  EGF,	  TGF-­‐β,	  IL-­‐1β	  and	  uterine	  epithelial	  cells	  secreted	  factors,	  we	  were	  not	  able	  to	  detect	  E-­‐cadherin	  expression	  in	  the	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  However,	  compared	  to	  the	  no	  EGF	  control	  treatment	  the	  expression	  of	  N-­‐cadherin	  in	  our	  treated	  cells	  was	  significantly	  up-­‐regulated.	  	  Expression	  of	  N-­‐cadherin	  promotes	  motility	  in	  human	  breast	  carcinoma	  cell	  lines	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even	  though	  these	  cells	  continued	  to	  express	  high	  levels	  of	  E-­‐cadherin	  (Nieman	  et	  al	  1999).	  	  The	  up-­‐regulation	  of	  N-­‐cadherin	  in	  breast	  and	  lung	  cancer	  tumors	  was	  also	  associated	  with	  down	  regulation	  of	  cytokeratin	  and	  E-­‐cadherin	  and	  activation	  of	  other	  EMT	  markers	  such	  as	  vimentin,	  twist	  and	  αSMA	  (Sarrio	  et	  al	  2008,	  Shirakihara	  et	  al	  2007,	  Yang	  et	  al	  2007).	  	  In	  this	  chapter,	  we	  present	  evidence	  that	  HES	  cells	  also	  secrete	  EMMPRIN.	  	  While	  EMMPRIN	  is	  normally	  localized	  to	  the	  plasma	  cell	  membrane,	  we	  have	  been	  able	  to	  show	  that	  the	  full	  length	  EMMPRIN	  protein	  is	  released	  by	  uterine	  epithelial	  cells.	  	  This	  release	  occurs	  through	  microvesicle	  shedding	  (Sidhu	  et	  al,	  2004;	  Dayger	  et	  al,	  manuscript	  submitted).	  	  We	  were	  also	  able	  to	  demonstrate	  that	  treatment	  of	  mesothelial	  cells	  with	  HES	  CCM	  resulted	  in	  increased	  release	  of	  EMMPRIN	  micro-­‐vesicles.	  	  Although	  treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  IL-­‐1β	  or	  TGF-­‐β1	  did	  not	  affect	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  over	  time,	  there	  was	  a	  significant	  increase	  in	  expression	  of	  EMMPRIN	  protein	  in	  treated	  cells.	  	  Moreover,	  there	  was	  an	  increase	  in	  both	  EMMPRIN	  mRNA	  and	  protein	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  HES	  CCM	  suggesting	  that	  either	  some	  other	  factor	  secreted	  by	  HES	  cells	  or	  synergistic	  effects	  of	  different	  factors	  are	  required	  to	  stimulate	  a	  change	  in	  both	  EMMPRIN	  gene	  and	  protein	  expression.	  We	  also	  assessed	  changes	  in	  MMP-­‐1,-­‐2	  and	  -­‐3	  mRNA	  expression	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  in	  response	  to	  the	  different	  treatments.	  	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  EGF,	  IL-­‐1β	  or	  HES	  CM	  caused	  an	  increase	  in	  MMP-­‐1	  mRNA	  expression	  while	  MMP-­‐2	  mRNA	  levels	  were	  only	  stimulated	  by	  IL-­‐1β.	  	  In	  addition,	  we	  were	  able	  to	  show	  that	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  both	  increased	  MMP-­‐3	  mRNA.	  	  These	  results	  suggest	  that	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activation	  of	  MMPs	  is	  an	  integral	  part	  of	  the	  EMT	  process	  that	  will	  lead	  to	  increased	  degradation	  and	  remodeling	  of	  ECM	  in	  response	  to	  these	  cytokines.	  	  Our	  findings	  also	  suggest	  that	  the	  mechanism	  of	  action	  of	  these	  cytokines	  is	  different	  from	  that	  of	  EGF	  since	  EGF	  treatment	  primarily	  causes	  up-­‐regulation	  of	  the	  transcription	  factor	  snail	  1	  protein	  while	  twist	  was	  up-­‐regulated	  in	  IL-­‐1β	  and	  HES	  CM	  treatments.	  	  Time	  course	  experiments	  showed	  that	  twist	  expression	  reached	  its	  highest	  level	  at	  12	  hours	  after	  EGF	  treatment	  and	  then	  decreased	  by	  72	  hours.	  	  Moreover,	  our	  time	  course	  results	  demonstrated	  that	  the	  EMT	  process	  was	  initiated	  in	  mesothelial	  cells	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment	  as	  evidenced	  by	  the	  increases	  in	  both	  the	  snail	  2	  and	  twist	  transcription	  factors,	  two	  hallmarks	  of	  EMT.	  	   The	  results	  of	  our	  immunoblotting	  studies	  differ	  somewhat	  from	  those	  reported	  by	  Hipp	  et	  al	  (Hipp	  et	  al	  2009).	  	  Those	  investigators	  reported	  that	  treatment	  of	  endometrial	  cancer	  cells	  with	  EGF	  increased	  expression	  of	  snail	  2	  protein	  but	  not	  snail	  2	  mRNA.	  	  In	  contrast,	  we	  observed	  up-­‐regulation	  of	  snail	  2	  mRNA	  when	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  treated	  with	  EGF.	  	  These	  differences	  could	  be	  due	  to	  the	  fact	  that	  mesothelial	  cells	  differ	  from	  true	  epithelial	  cells.	  	  For	  instance,	  mesothelial	  cells	  express	  a	  different	  family	  of	  keratin	  proteins	  than	  those	  synthesized	  by	  epidermal	  keratinocytes,	  and	  also	  unlike	  epithelial	  cells,	  mesothelial	  cells	  synthesize	  high	  levels	  of	  the	  intermediate	  filament	  vimentin	  (Connell	  &	  Rheinwald	  1983,	  Rheinwald	  et	  al	  2002).	  	  We	  were	  able	  to	  demonstrate	  a	  change	  in	  snail	  1	  protein	  expression	  in	  EGF	  treated	  cells.	  	  However,	  whether	  snail	  2	  protein	  changes	  in	  EGF	  treated	  cells	  remains	  to	  be	  determined.	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   In	  summary	  the	  results	  of	  our	  studies	  confirm	  a	  role	  for	  secreted	  factors	  from	  uterine	  cells	  such	  as	  TGF-­‐β,	  IL-­‐1β,	  and	  EMMPRIN	  in	  remodeling	  of	  mesothelial	  cells.	  	  We	  believe	  that	  once	  endometrial	  fragments	  adhere	  to	  the	  mesothelial	  layer	  lining	  the	  peritoneal	  cavity,	  secreted	  factors	  from	  these	  cells	  or	  from	  activated	  peritoneal	  macrophages	  can	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  Mesothelial	  cells	  that	  undergo	  EMT	  acquire	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  become	  more	  mobile,	  allowing	  endometrial	  fragments	  to	  pass	  through	  and	  invade	  the	  mesothelial	  barrier	  to	  initiate	  lesions.	  	   	  
 97 
Figures	  
	  
	  	  
Figure	  3.1:	  Morphological	  changes	  induced	  by	  EGF,	  IL-­‐1β	  or	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  in	  cultured	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  for	  72	  hours	  of	  treatment.	  Compared	  to	  the	  control	  cells	  not	  treated	  with	  EGF	  cells	  treated	  with	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  acquired	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  	  Cells	  treated	  with	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  also	  acquired	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered	  (original	  magnification	  X100,	  Scale	  bar	  100	  μm).	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Figure	  3.2:	  Representative	  immunoblot	  for	  specific	  EMT	  markers	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  for	  72	  hours	  (A	  &	  B).	  Expression	  of	  the	  mesenchymal	  markers	  N-­‐cadherin	  and	  vimentin,	  as	  well	  as	  EMMPRIN	  protein	  was	  up-­‐regulated	  in	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  2%	  HES	  CCM.	  	  Expression	  of	  the	  mesenchymal	  markers	  increases	  while	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK19	  decreases	  in	  treated	  cells.	  	  Snail	  1	  transcription	  factor	  expression	  increased	  only	  in	  EGF	  treated	  cells	  compared	  to	  the	  control,	  but	  twist	  expression	  increased	  in	  all	  treated	  cells.	  	  GAPDH	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%).	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  (n=3	  **	  P	  <	  0.005).	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Figure	  3.3:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker,	  CK	  19	  versus	  the	  mesenchymal	  marker,	  vimentin,	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β	  and	  HES	  conditioned	  medium	  for	  72	  hours.	  	  Compared	  to	  control,	  mRNA	  expression	  of	  CK19	  (A)	  decreased	  as	  the	  mRNA	  expression	  of	  vimentin	  (B)	  increased	  significantly	  in	  the	  treatment	  groups.	  Significant	  gene	  expression	  changes	  over	  negative	  control	  are	  indicated	  by	  **	  symbols	  (n=3),	  **	  P	  <	  0.01.	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Figure	  3.4:	  Morphological	  changes	  induced	  by	  EGF,	  IL-­‐1β	  or	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  in	  cultured	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  up	  to	  72	  hours	  of	  treatment.	  	  Compared	  to	  the	  no	  growth	  factor,	  negative	  control	  treatment	  (a-­‐e),	  cells	  treated	  with	  EGF	  (f-­‐j)	  or	  IL-­‐1β	  (k-­‐o)	  acquired	  a	  marked	  fibroblast-­‐like	  morphology	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment.	  	  Cells	  treated	  with	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  (p-­‐t)	  also	  acquired	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  by	  6	  hours	  and	  became	  multilayered	  by	  24	  hours	  of	  treatment	  (original	  magnification	  X100,	  Scale	  bar	  100	  μm).	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Figure	  3.5:	  Relative	  fold	  changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  the	  transcription	  factors	  twist	  and	  snail	  2	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  no	  EGF	  (control)	  (A),	  10	  ng/ml	  EGF	  (B),	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β	  	  (C),	  and	  2%	  HES	  CCM	  (D).	  	  In	  EGF	  treated	  cells,	  expression	  of	  snail	  2	  was	  significantly	  different	  from	  control	  at	  all	  time	  points	  except	  for	  48	  hours	  of	  treatment.	  	  Twist	  expression	  increased	  significantly	  at	  6	  hours	  of	  EGF	  treatment,	  peaked	  at	  12	  hours	  and	  then	  gradually	  decreased	  over	  time.	  	  Expression	  of	  snail	  2	  in	  IL-­‐1β	  treatment	  was	  increased	  after	  18	  hours	  of	  treatment	  and	  then	  returned	  to	  base	  line	  after	  that.	  	  The	  twist	  mRNA	  expression	  in	  IL-­‐1β	  treated	  cells	  increased	  at	  6	  hours,	  peaked	  at	  18	  hours	  and	  then	  decreased.	  	  The	  mRNA	  expression	  of	  snail	  2	  did	  not	  change	  in	  2%	  HES	  CCM	  treated	  cells	  over	  time.	  	  However,	  the	  expression	  of	  twist	  mRNA	  was	  significantly	  increased	  after	  6	  hours	  of	  2%	  HES	  treatment	  and	  remained	  high	  over	  time.	  	  Significant	  gene	  expression	  changes	  over	  0	  hour	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.05,	  **	  P	  <	  0.01.	  
	  
 102 
	  
	  
Figure	  3.6:	  	  Representative	  immunoblotting	  for	  the	  transcription	  factor	  proteins	  twist	  (A	  &	  B)	  and	  snail	  (C	  and	  D)	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  no	  growth	  factor	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  10	  ng/ml	  Il-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  over	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  2%	  HES	  CCM	  showed	  up-­‐regulation	  of	  twist	  protein,	  whereas	  snail	  1	  expression	  (C)	  was	  increased	  only	  in	  EGF	  treated	  cells.	  GAPDH	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%)	  specific	  time.	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  (n=3	  **	  P	  <	  0.05).	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Figure	  3.7:	  Representative	  immunoblotting	  for	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  (A	  &	  B)	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  no	  growth	  factor	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β,	  or	  2%	  HES	  cell	  concentrated	  conditioned	  medium	  over	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  2%	  HES	  CCM	  showed	  down	  regulation	  of	  CK	  19	  protein	  over	  time.	  	  Although	  there	  is	  some	  up-­‐regulation	  of	  CK	  19	  in	  EGF	  (12	  and	  18	  hours)	  and	  IL-­‐1β	  (24	  and	  48	  hours)	  treatment,	  the	  CK	  19	  level	  was	  significantly	  lower	  than	  the	  control	  samples.	  	  GAPDH	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%)	  specific	  time.	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  (n=3	  *	  P	  <	  0.01).	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Figure	  3.8:	  	  Effects	  of	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  cells.	  (A)	  Cells	  were	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  for	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  exhibited	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered,	  whereas	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  TGF-­‐β1	  did	  not	  grow	  as	  quickly	  as	  those	  treated	  with	  EGF	  and	  even	  after	  72	  hours	  of	  treatment,	  there	  were	  many	  cells	  that	  still	  retained	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  (original	  magnification	  X40,	  Scale	  bar	  200	  μm).	  	  (B)	  Representative	  immunoblotting	  for	  specific	  EMT	  markers	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  no	  growth	  factor	  (control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  or	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1	  for	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  showed	  up-­‐regulation	  of	  the	  mesenchymal	  markers	  snail	  1	  and	  vimentin	  but	  down	  regulation	  of	  the	  epithelial	  marker	  cytokeratin	  19.	  	  (C)	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%).	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH.	  Data	  are	  mean	  ±	  SEM	  for	  n=3,	  **	  P	  <	  0.01	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Figure	  3.9:	  Effects	  of	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  over	  time.	  (A)	  Compared	  to	  control	  samples,	  cells	  treated	  with	  EGF	  exhibited	  multilayer,	  fibroblast-­‐	  like	  morphology	  as	  early	  as	  24	  hours	  of	  treatment,	  while	  control	  cells	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  time.	  	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  showed	  multilayered,	  fibroblast-­‐like	  morphology	  only	  in	  a	  subset	  of	  cells	  over	  time.	  	  The	  majority	  of	  cells	  treated	  with	  TGF-­‐β1	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  even	  after	  72	  hours	  of	  treatment.	  	  (B)	  Representative	  immunoblotting	  for	  specific	  EMT	  markers	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  no	  growth	  factor	  (control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  or	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1	  for	  up	  to	  72	  hours.	  	  (B)	  Cells	  treated	  with	  EGF	  and	  TGF-­‐β1	  showed	  down	  regulation	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  as	  early	  as	  24	  hours	  of	  treatment.	  	  Down	  regulation	  of	  CK	  19	  in	  TGF-­‐β1	  treated	  samples	  was	  much	  more	  significant	  than	  in	  the	  cells	  treated	  with	  EGF.	  	  (C)	  Snail	  1	  expression	  gradually	  increased	  in	  cells	  treated	  with	  EGF	  over	  time	  and	  by	  72	  hours	  of	  treatment	  there	  was	  a	  significant	  increase	  in	  snail	  1	  expression	  compared	  to	  control	  samples.	  	  In	  TGF-­‐β1	  treated	  samples,	  snail	  1	  expression	  increased	  as	  early	  as	  24	  hours	  and	  its	  expression	  was	  maintained	  over	  time.	  	  GAPDH	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	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Figure	  3.10:	  	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  IL-­‐1α	  and	  IL-­‐1β	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β	  and	  HES	  conditioned	  medium	  for	  72	  hours.	  	  IL-­‐1α	  expression	  significantly	  increased	  only	  in	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  (A).	  	  Cells	  treated	  with	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  showed	  a	  marked	  increase	  in	  expression	  of	  IL-­‐1β	  mRNA	  (B).	  Significant	  gene	  expression	  changes	  over	  negative	  control	  are	  indicated	  by	  *	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.01,	  **	  P	  <	  0.005.	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Figure	  3.11:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐1	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  MMP-­‐1	  mRNA	  expression	  was	  increased	  significantly	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  over	  time	  (A	  and	  B).	  	  Significant	  gene	  expression	  changes	  compared	  to	  the	  negative	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.05,	  **	  P	  <	  0.01.	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Figure	  3.12:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐2	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  was	  increased	  only	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1β	  for	  24	  hours	  (A).	  	  Treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  EGF	  or	  HES	  conditioned	  medium	  did	  not	  affect	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  over	  time	  (A	  and	  B).	  Significant	  gene	  expression	  changes	  compared	  to	  the	  negative	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.01.	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Figure	  3.13:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐3	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  (A)	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression	  was	  increased	  significantly	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  EGF	  or	  IL-­‐1β	  for	  24	  hours.	  ).	  	  Significant	  gene	  expression	  changes	  compared	  to	  the	  negative	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.05,	  **	  P	  <	  0.01.	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Figure	  3.14:	  (A)	  Representative	  immunoblotting	  to	  detect	  EMMPRIN	  secreted	  by	  HES	  cells.	  	  The	  2%	  HES	  CCM	  used	  to	  treat	  LP-­‐9	  cells	  contained	  EMMPRIN	  protein,	  indicating	  that	  HES	  cells	  do	  secrete	  EMMPRIN.	  	  HES	  cell	  lysate	  (3	  ug)	  and	  50X	  HES	  CCM	  contained	  significantly	  higher	  levels	  of	  EMMPRIN	  protein.	  	  (B)	  Effect	  of	  different	  treatments	  on	  EMMPRIN	  microvesicles	  (μV)	  shedding.	  	  Treating	  LP-­‐9	  cell	  with	  IL-­‐1β	  and	  HES	  conditioned	  medium	  resulted	  in	  a	  significant	  release	  of	  EMMPRIN	  protein	  via	  microvesicle	  shedding.	  	  No	  EMMPRIN	  was	  detected	  in	  the	  supernatant	  (S).	  	  The	  25	  kDa	  indicates	  the	  position	  of	  non-­‐glycosylated	  EMMPRIN	  protein.	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Figure	  3.15:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  EMMPRIN	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  Treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  EGF	  (A),	  or	  IL-­‐1β	  (B)	  did	  not	  affect	  change	  in	  EMMPRIN	  gene	  expression	  over	  time.	  	  (C)	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  was	  increased	  in	  cells	  treated	  with	  HES	  conditioned	  medium	  after	  18	  hours	  of	  treatment	  and	  then	  decreased	  by	  48	  hours	  of	  treatment.	  	  Significant	  gene	  expression	  changes	  over	  0	  hour	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P	  <	  0.05.	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Figure	  3.16:	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Figure	  3.16	  (Continue):	  Effect	  of	  different	  treatments	  on	  LP-­‐9	  cell	  migration	  over	  24	  hours.	  (A)	  Panels	  show	  representative	  images	  of	  untreated	  (control),	  or	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF,	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β,	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1,	  and	  2%	  HES	  CCM.	  Top	  left	  (1st	  column)	  panels	  show	  a	  representative	  images	  of	  untreated	  LP-­‐9	  cells,	  immediately	  post	  scratch	  (0	  hour).	  	  The	  panels	  in	  second	  and	  third	  column	  show	  12	  and	  24	  hours	  post	  scratch.	  	  The	  cell-­‐covered	  area	  is	  highlighted	  in	  green	  (green	  inserts).	  	  Treated	  LP-­‐9	  cells	  showed	  increase	  in	  migration	  and	  covered	  the	  scratched	  region	  faster	  than	  the	  control	  cells.	  (B)	  The	  graph	  represents	  results	  from	  measurements	  of	  the	  cell-­‐covered	  area	  over	  time	  from	  three	  separate	  experiments.	  	  Significant	  changes	  over	  0	  hour	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  *	  (n=3),	  Symbol	  (a)	  was	  used	  to	  indicate	  significant	  change	  in	  migration	  rate	  in	  EGF	  treated	  cells	  compared	  to	  other	  treatments,	  P	  <	  0.05.	  (Original	  magnification	  X40)	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CHAPTER	  4	  	  
EFFECTS	  OF	  EMMPRIN	  ON	  EPITHELIAL-­‐MESENCHYMAL	  TRANSITION	  OF	  
CULTURED	  LP-­‐9	  MESOTHELIAL	  CELLS	  
	  
Introduction	  Extracellular	  matrix	  metalloproteinase	  inducer	  (EMMPRIN)	  is	  a	  highly	  glycosylated	  plasma	  membrane	  protein	  belonging	  to	  the	  immunoglobulin	  (Ig)	  superfamily.	  	  Originally,	  EMMPRIN	  was	  identified	  in	  LX-­‐1	  lung	  carcinoma	  cells	  as	  a	  secreted	  factor	  capable	  of	  inducing	  collagenases	  activity	  in	  human	  fibroblasts,	  but	  homologues	  of	  EMMPRIN	  in	  other	  species	  have	  also	  been	  discovered,	  such	  as	  basigin	  or	  gp42	  in	  mouse	  (Miyauchi	  et	  al	  1990),	  OX47	  in	  rat	  (Fossum	  et	  al	  1991,	  Nehme	  et	  al	  1995)	  and	  5A11,	  HT7	  or	  neurothelin	  in	  chicken	  (Fadool	  &	  Linser	  1993,	  Seulberger	  et	  al	  1992).	  	  The	  accepted	  gene	  name	  for	  EMMPRIN/CD147	  given	  in	  the	  genome	  project	  is	  basigin	  both	  in	  the	  mouse	  (Bsg,	  Mouse	  Genome	  Informatics)	  and	  human	  (BSG,	  LocusLink);	  the	  latter	  gene	  is	  present	  on	  human	  chromosome	  19	  (Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003).	  Four	  different	  human	  isoforms	  of	  EMMPRIN	  have	  been	  identified.	  	  Isoform	  1	  is	  only	  expressed	  in	  the	  retina	  (Hanna	  et	  al	  2003,	  Ochrietor	  et	  al	  2003),	  while	  isoform	  2	  is	  expressed	  in	  most	  tumor	  and	  fibroblast	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008,	  Deora	  et	  al	  2004,	  Miyauchi	  et	  al	  1991).	  	  EMMPRIN	  isoform	  2	  contains	  a	  highly	  conserved	  transmembrane	  sequence,	  and	  acts	  as	  a	  cell	  surface	  receptor	  for	  soluble	  EMMPRIN	  (Berditchevski	  et	  al	  1997).	  	  	  	   	  
 119 
	  All	  of	  the	  EMMPRIN	  isoforms	  are	  differentially	  glycosylated	  on	  asparagine	  residues,	  which	  results	  in	  significant	  variation	  in	  their	  molecular	  weights	  (Belton	  et	  al	  2008,	  Biswas	  et	  al	  1995,	  Muramatsu	  &	  Miyauchi	  2003).	  	  Recent	  studies	  however,	  have	  identified	  two	  additional	  novel	  isoforms	  of	  human	  EMMPRIN	  in	  both	  fibroblast	  and	  tumor	  cells,	  isoforms	  3	  and	  -­‐4	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Cell	  fractionation	  studies	  have	  shown	  that	  EMMPRIN	  isoform-­‐3	  protein	  is	  present	  in	  small	  amounts	  within	  the	  cytoplasmic	  fraction	  of	  stromal	  fibroblast	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Although	  the	  functions	  of	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  are	  still	  unknown,	  studies	  have	  demonstrated	  that	  soluble	  EMMPRIN	  can	  be	  rapidly	  internalized	  after	  binding	  to	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  in	  the	  cell	  membrane	  and	  initiate	  cell	  signaling	  (Belton	  et	  al	  2008).	  Depending	  on	  the	  cell	  type,	  EMMPRIN	  can	  stimulate	  production	  of	  MMP-­‐1	  (interstitial	  collagenase)	  (Rawdanowicz	  et	  al	  1994,	  Singer	  et	  al	  2000),	  MMP-­‐2	  (gelatinase	  A)	  (Sun	  &	  Hemler	  2001,	  Tang	  &	  Hemler	  2004),	  MMP-­‐3	  (stromelysin	  1)	  (Caudroy	  et	  al	  2002,	  Kanekura	  et	  al	  2002),	  and	  MMP-­‐9	  (gelatinase	  B)	  (Di	  Nezza	  et	  al	  2002,	  Major	  et	  al	  2002).	  	  However,	  EMMPRIN	  has	  no	  effect	  on	  the	  physiological	  inhibitors	  of	  MMPS,	  TIMP-­‐1	  or	  TIMP-­‐2,	  thus	  shifting	  the	  balance	  of	  collagen	  degradation	  towards	  MMP	  production	  and	  activation	  (Gabison	  et	  al	  2005,	  Guo	  et	  al	  1997,	  Taylor	  et	  al	  2002).	  	  Stimulation	  of	  the	  membrane	  type	  MMPs	  (MT-­‐MMPs)	  as	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well	  as	  an	  increased	  activation	  of	  MMP-­‐2	  were	  also	  reported	  in	  some	  cases	  (Kanekura	  &	  Chen	  2010,	  Kanekura	  et	  al	  2002,	  Sameshima	  et	  al	  2000),	  suggesting	  that	  different	  cell	  types	  may	  produce	  different	  MMPs	  in	  response	  to	  EMMPRIN	  (Kanekura	  &	  Chen	  2010,	  Kanekura	  et	  al	  2002,	  Toole	  2003).	  Most	  studies	  have	  focused	  on	  EMMPRIN’s	  role	  in	  cancer	  progression,	  since	  its	  expression	  is	  often	  elevated	  in	  human	  tumor	  cells	  and	  it	  has	  been	  shown	  to	  increase	  tumor	  cell	  proliferation.	  	  However,	  EMMPRIN	  has	  a	  broad	  tissue	  distribution.	  	  For	  example,	  EMMPRIN	  is	  constitutively	  produced	  by	  primary	  uterine	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  of	  endometrium	  (Noguchi	  et	  al	  2003).	  	  The	  presence	  of	  EMMPRIN	  in	  non-­‐tumor	  tissues	  suggests	  a	  role	  in	  other	  physiological	  and/or	  pathological	  functions	  that	  may	  be	  associated	  with	  increased	  MMP	  expression.	  	  Studies	  have	  demonstrated	  that	  both	  uterine	  cells	  and	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  of	  endometriotic	  lesions	  express	  EMMPRIN	  protein	  and	  mRNA	  (Braundmeier	  et	  al	  2006).	  	  The	  expression	  of	  EMMPRIN	  by	  ectopic	  endometrium	  could	  be	  involved	  in	  stimulation	  of	  MMP	  production	  at	  the	  site	  of	  invasion	  into	  the	  peritoneal	  wall	  or	  on	  the	  surface	  of	  the	  ovary.	  	  EMMPRIN	  may	  also	  be	  involved	  in	  initial	  establishment	  of	  these	  lesions	  since	  EMMPRIN	  is	  known	  to	  bind	  to	  itself	  through	  homophilic	  interactions	  and	  is	  thought	  to	  serve	  as	  an	  attachment	  molecule	  (Sun	  &	  Hemler	  2001).	  	  The	  fact	  that	  both	  ectopic	  endometrium	  and	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  express	  this	  protein,	  suggests	  that	  EMMPRIN	  may	  be	  involved	  in	  the	  initial	  attachment	  of	  endometrial	  cells	  to	  the	  peritoneal	  mesothelium	  via	  homophilic	  interactions,	  which	  results	  in	  establishment	  of	  endometriotic	  lesions	  (Braundmeier	  et	  al	  2006).	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In	  the	  previous	  chapter	  we	  demonstrated	  that	  uterine	  epithelial	  cells	  (HES)	  secreted	  factors	  including	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐	  β1	  that	  can	  induce	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  epithelial	  to	  mesenchymal	  transition	  (EMT).	  	  EMMPRIN	  has	  also	  been	  identified	  as	  one	  of	  the	  factors	  secreted	  by	  HES	  cells.	  	  This	  Chapter	  details	  the	  effects	  of	  EMMPRIN	  on	  LP-­‐9	  cells	  as	  they	  undergo	  EMT	  and	  it	  includes:	  (1)	  identification	  of	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  in	  LP-­‐9	  cells,	  (2)	  isolation	  and	  purification	  of	  recombinant	  EMMPRIN	  (rhEMMPRIN)	  protein	  and	  its	  biological	  activity	  in	  inducing	  MMPs,	  (3)	  establishing	  the	  required	  dose	  of	  rhEMMPRIN	  for	  induction	  of	  EMT,	  (4)	  characterization	  of	  the	  effects	  of	  EMMPRIN	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  and	  (5)	  assessment	  of	  changes	  in	  EMMPRIN	  mRNA	  and	  protein	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN.(6).	  The	  goal	  of	  this	  study	  was	  to	  determine	  whether	  EMMPRIN	  (a	  glycoprotein	  secreted	  by	  HES	  cells)	  could	  induce	  EMT	  in	  cultured	  mesothelial	  cells.	  	  In	  order	  to	  answer	  this	  question,	  rhEMMPRIN	  was	  isolated	  and	  purified	  from	  E.	  coli	  following	  a	  well-­‐established	  protocol	  in	  our	  lab	  (Chen	  et	  al,	  2007;	  Belton	  et	  al.,	  2008;	  Chen	  et	  al.,	  2009).	  	  The	  rhEMMPRIN	  protein	  generated	  in	  our	  lab	  is	  not	  glycosylated,	  therefore,	  a	  comparison	  was	  made	  between	  its	  biological	  activity	  and	  that	  of	  a	  newly	  available	  glycosylated	  EMMPRIN	  protein	  from	  R&	  D	  systems.	  	  The	  effect	  of	  rhEMMPRIN	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  was	  monitored	  by	  assessing	  changes	  in	  cell	  morphology,	  the	  EMT	  markers	  cytokeratin	  19	  and	  vimentin,	  and	  changes	  in	  the	  EMT-­‐associated	  transcription	  factors	  twist,	  snail	  1,	  and	  snail	  2/slug.	  	  The	  effects	  of	  rhEMMPRIN	  on	  MMP	  mRNA	  expression	  as	  well	  as	  EMMPRIN	  mRNA	  and	  protein	  expression	  were	  also	  determined.	  	  Our	  hypothesis	  is	  that	  EMMPRIN	  secreted	  from	  uterine	  epithelial	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cells	  can	  cause	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT	  and	  become	  mobile.	  	  This	  transition	  results	  in	  the	  formation	  of	  gaps	  in	  the	  mesothelium	  that	  could	  allow	  attached	  endometrial	  cells	  to	  invade	  into	  the	  underlying	  peritoneum.	  	  
Results	  
Identification	  of	  EMMPRIN	  Isoforms	  in	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cells	  	   To	  determine	  the	  effect	  of	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  on	  expression	  of	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  as	  they	  undergo	  EMT,	  LP-­‐9	  cells	  were	  treated	  with	  no	  growth	  factor	  as	  a	  negative	  control,	  10	  ng/ml	  of	  EGF,	  or	  10	  ng/ml	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  for	  72	  hours.	  	  Compared	  to	  the	  negative	  control,	  cells	  treated	  with	  EGF	  or	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  exhibited	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered	  (Fig.	  4.1	  A)	  To	  identify	  which	  isoforms	  of	  EMMPRIN	  are	  expressed	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells,	  reverse	  transcription	  PCR	  (RT-­‐PCR)	  was	  performed	  using	  oligonucleotide	  primers	  corresponding	  to	  sequences	  within	  exons	  1,	  2,	  and	  5	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  We	  were	  able	  to	  easily	  detect	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells	  by	  amplifying	  with	  primers	  specific	  to	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  (primers	  e	  and	  g)	  using	  the	  high	  fidelity	  polymerase	  PFU	  Ultra.	  	  However,	  we	  were	  not	  able	  to	  identify	  the	  PCR	  products	  for	  isoforms	  3	  and	  4	  (primers	  a	  and	  g)	  using	  the	  same	  high	  fidelity	  polymerase	  (data	  not	  shown).	  	  We	  then	  carried	  out	  the	  amplifications	  using	  a	  more	  robust	  high	  fidelity	  polymerase	  PrimeStar	  HS.	  	  Previous	  work	  in	  our	  lab	  showed	  that	  amplification	  of	  PCR	  products	  using	  PrimeStar	  HS	  did	  identify	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  in	  cervical	  cancer	  cell	  lines	  as	  well	  as	  uterine	  stromal	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  The	  RT-­‐PCR	  amplification	  of	  LP-­‐9	  cell	  mRNA	  was	  performed	  using	  PrimeStar	  HS	  and	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resulted	  in	  strong	  amplification	  of	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  (Fig	  4.1B).	  	  Although	  weak	  expression	  of	  EMMPRIN	  isoforms	  -­‐3	  and	  -­‐4	  was	  observed	  in	  the	  CCL2	  cancer	  cell	  line	  (positive	  control),	  we	  were	  unable	  to	  detect	  EMMPRIN	  isoforms	  -­‐3	  or	  -­‐4	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  growth	  factors	  or	  cytokines	  had	  no	  effect	  on	  expression	  of	  these	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  (Fig	  4.1B).	  	  Since	  EMMPRIN	  isoforms	  -­‐3	  and	  -­‐4	  are	  expressed	  at	  significantly	  lower	  levels	  than	  EMMPRIN	  isoform-­‐2,	  we	  loaded	  ten-­‐fold	  more	  of	  the	  EMMPRIN	  isoform-­‐3	  and	  -­‐4	  PCR	  products	  on	  the	  agarose	  gels.	  	  The	  oligonucleotide	  Primer	  sequences	  are	  listed	  in	  chapter	  6,	  Materials	  and	  Methods	  section.	  	  
Isolation	  and	  Purification	  of	  rhEMMPRIN	  and	  Assessment	  of	  Its	  Biological	  
Activities	  	  Recombinant	  human	  EMMPRIN	  (rhEMMPRIN)	  was	  generated	  and	  purified	  as	  described	  previously	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Briefly,	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  was	  expressed	  in	  BL21-­‐RP	  E.coli	  in	  the	  pASK-­‐IBA44	  vector	  (IBA	  GmBH,	  Gottingen,	  Germany).	  	  Protein	  was	  isolated	  from	  the	  periplasm	  of	  transformed	  bacteria	  in	  an	  osmotic	  shock	  lysate.	  The	  periplasm	  is	  an	  oxidizing	  environment	  that	  allows	  the	  three	  dimensional	  folding	  of	  proteins	  to	  be	  maintained.	  	  This	  rhEMMPRIN	  is	  not	  glycosylated,	  but	  since	  the	  three-­‐	  dimensional	  native	  structure	  is	  maintained,	  the	  protein	  is	  capable	  of	  forming	  dimers	  and	  is	  biologically	  active	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  rhEMMPRIN	  was	  purified	  by	  immobilized	  metal	  affinity	  chromatography	  as	  described	  previously	  (Chen	  et	  al	  2007).	  	  The	  results	  showed	  that	  the	  periplasmically	  expressed	  protein	  migrates	  at	  a	  reduced	  molecular	  weight	  in	  a	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non-­‐reducing	  SDS-­‐PAGE	  (21	  vs	  23	  kDa)	  (Fig	  4.2).	  	  	  Endotoxin	  levels	  in	  the	  rhEMMPRIN	  protein	  preparation	  were	  measured	  using	  the	  Limulus	  Amoebocyte	  Lysate	  (LAL)	  assay	  at	  Cambrex	  Bio	  Sciences	  Walkersville,	  Inc.	  (Walkersville,	  MD).	  	  The	  rhEMMPRIN	  used	  for	  this	  study	  contained	  0.67	  endotoxin	  units	  per	  microgram	  of	  protein.	  	  Equivalent	  amounts	  of	  endotoxin	  in	  the	  form	  of	  LPS	  were	  added	  to	  cultured	  mesothelial	  cells	  as	  a	  control	  to	  differentiate	  the	  effects	  of	  endotoxin	  from	  rhEMMPRIN.	  	  The	  detailed	  protocol	  for	  producing	  and	  isolating	  rhEMMPRIN	  can	  be	  found	  in	  the	  appendix	  section.	  	   The	  rhEMMPRIN	  was	  isolated	  from	  the	  periplasm	  of	  transformed	  bacteria	  and	  therefore	  this	  protein	  is	  not	  glycosylated.	  	  We	  were	  able	  to	  purchase	  a	  recently	  available,	  glycosylated	  form	  of	  rhEMMPRIN	  (EMMPRIN/Fc	  chimera)	  	  from	  R	  &	  D	  Systems.	  	  This	  commercially	  available	  form	  of	  EMMPRIN	  was	  generated	  using	  a	  DNA	  sequence	  encoding	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  (amino	  acid	  residues	  22-­‐205	  ;	  Accession	  #	  P35613)	  (Kasinrerk	  et	  al	  1992)	  fused	  to	  the	  carboxyl-­‐terminal	  6Xhistidine	  tagged	  FC	  region	  of	  human	  IgG,	  via	  a	  polypeptide	  linker	  and	  expressed	  in	  a	  mouse	  myeloma	  cell	  line	  NS0	  (Fig	  4.3D).	  	  The	  rhEMMPRIN/Fc	  is	  a	  disulfide-­‐linked	  homodimeric	  protein	  and	  has	  a	  molecular	  mass	  of	  approximately	  47.4	  kDa.	  	  Due	  to	  its	  glycosylation,	  the	  rhEMMPRIN/Fc	  migrates	  as	  an	  approximately	  60-­‐	  65	  kDa	  protein	  in	  SDS-­‐PAGE	  under	  reducing	  conditions.	  	   The	  non-­‐glycosylated	  recombinant	  EMMPRIN	  (rhEMMPRIN/rBSG)	  and	  glycosylated	  recombinant	  EMMPRIN/Fc	  Chimera	  (rhEMMPRIN/Fc	  or	  BSG/Fc)	  were	  then	  tested	  to	  compare	  how	  these	  proteins	  stimulate	  MMP	  expression	  in	  uterine	  fibroblast	  (HUF)	  cells.	  	  Previous	  studies	  in	  our	  lab	  had	  shown	  that	  the	  non-­‐
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glycosylated	  rhEMMPRIN	  was	  biologically	  active	  and	  able	  to	  stimulate	  MMP	  production	  by	  both	  human	  uterine	  fibroblasts	  and	  mouse	  uterine	  stromal	  cells	  (Belton	  et	  al,	  2008;	  Chen	  et	  al,	  2009).	  	  HUF	  cells	  were	  treated	  with	  0.1	  or	  1	  μg/ml	  of	  each	  protein	  for	  24	  hours	  and	  the	  expression	  of	  MMP-­‐1,	  -­‐2	  and	  -­‐3	  mRNAs	  was	  then	  determined	  using	  qRT-­‐PCR.	  	  Our	  results	  showed	  that	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN/rBSG	  stimulated	  increases	  in	  both	  MMP-­‐1	  and	  MMP-­‐3	  mRNAs	  (Fig	  4.3	  A	  and	  B).	  However,	  no	  change	  was	  detected	  in	  MMP-­‐2	  mRNA	  levels	  in	  cells	  treated	  with	  either	  recombinant	  protein	  (Fig	  4.3	  C).	  	  The	  use	  of	  rhEMMPRIN/Fc	  (BSG/Fc)	  at	  2	  or	  8	  μg/ml	  failed	  to	  induce	  changes	  in	  any	  MMP	  mRNA	  expression	  in	  HUF	  cells.	  Therefore,	  we	  decided	  to	  continue	  our	  studies	  on	  effects	  of	  EMMPRIN	  on	  mesothelial	  cells	  using	  the	  rhEMMPRIN	  produced	  in	  our	  lab.	  	  
Comparison	  of	  Different	  Doses	  of	  rhEMMPRIN	  for	  Induction	  of	  EMT	  in	  LP-­‐9	  Cells	  Immunoblot	  analysis	  confirmed	  the	  presence	  of	  secreted	  EMMPRIN	  in	  HES	  cell	  conditioned	  medium	  (see	  Fig	  3.4	  A).	  	  We	  therefore	  tested	  the	  effects	  of	  rhEMMPRIN	  on	  induction	  of	  EMT	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  Cells	  were	  treated	  for	  72	  hours	  with	  1	  or	  10	  μg/ml,	  rhEMMPRIN.	  	  The	  morphological	  changes	  of	  treated	  cells	  were	  compared	  to	  cells	  cultured	  in	  medium	  without	  growth	  factor	  as	  a	  negative	  control,	  and	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  as	  a	  positive	  control.	  	  The	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  in	  medium	  without	  growth	  factor	  were	  flat,	  grew	  very	  slowly,	  and	  exhibited	  an	  epithelial-­‐like	  monolayer	  phenotype.	  	  Cells	  treated	  with	  EGF	  or	  rhEMMPRIN	  underwent	  EMT	  and	  became	  multilayered	  acquiring	  a	  fibroblast-­‐like	  phenotype	  (Fig	  4.4	  A).	  	  	  
 126 
Immunoblot	  results	  indicated	  that	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  was	  sufficient	  to	  reduce	  the	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  significantly	  (Fig	  4.4	  B).	  	  Based	  on	  these	  results,	  we	  decided	  to	  use	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  for	  induction	  of	  EMT	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  
Characterization	  of	  Changes	  in	  Expression	  of	  EMT	  Markers	  by	  LP-­‐9	  Mesothelial	  
Cells	  in	  Response	  to	  rhEMMPRIN	  In	  order	  to	  determine	  how	  quickly	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  rhEMMPRIN	  treatment,	  LP-­‐9	  cells	  were	  cultured	  either	  in	  medium	  lacking	  growth	  factor	  (control),	  10	  ng/ml	  of	  EGF,	  or	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  and	  changes	  in	  cellular	  morphology	  were	  observed.	  	  We	  also	  included	  30	  pg/ml	  of	  LPS	  as	  a	  control	  for	  the	  LPS	  concentration	  present	  in	  1	  μg/ml	  of	  the	  rhEMMPRIN	  protein	  (Fig.	  4.5).	  	  LP-­‐9	  cells	  cultured	  in	  medium	  lacking	  growth	  factor	  (Fig.4.5	  a-­‐e)	  or	  with	  30	  pg/ml	  LPS	  (Fig.4.5	  p-­‐t)	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  time.	  	  In	  contrast,	  cells	  cultured	  in	  EGF	  (Fig.	  4.5	  f-­‐j)	  changed	  to	  a	  more	  fibroblast-­‐like	  morphology	  as	  early	  as	  6	  hours	  of	  treatment,	  while	  cells	  treated	  with	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  (Fig.	  4.5	  k-­‐o)	  altered	  their	  morphology	  from	  an	  epithelial-­‐like	  monolayer	  to	  a	  multilayered,	  fibroblast-­‐like	  phenotype	  after	  24	  hours.	  	  The	  cells	  continued	  to	  grow	  quickly	  over	  the	  remaining	  time	  of	  treatment.	  Our	  time	  course	  immunoblot	  analysis	  demonstrated	  that	  EGF	  treatment	  caused	  an	  up-­‐regulation	  of	  twist	  as	  well	  as	  snail	  1	  protein	  expression.	  	  However,	  snail	  1	  expression	  was	  much	  more	  pronounced	  at	  6,	  12,	  18,	  and	  24	  hours	  than	  twist	  expression,	  which	  was	  at	  its	  highest	  level	  at	  12	  hours	  of	  treatment	  (Fig.4.6	  A-­‐D).	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These	  data	  are	  consistent	  with	  EGF	  as	  an	  activator	  of	  snail	  1.	  	  Treatment	  with	  rhEMMPRIN	  increased	  expression	  of	  twist	  significantly	  as	  early	  as	  6	  hours	  and	  then	  it	  decreased	  thereafter	  (Fig	  4.6	  A	  &	  B).	  	  Treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  rhEMMPRIN	  did	  not	  cause	  any	  change	  in	  snail	  1	  protein	  expression	  (Fig.	  4.6	  C).	  	  Recombinant	  proteins	  purified	  from	  gram-­‐negative	  bacteria	  are	  often	  contaminated	  with	  lipopolysaccharide	  (LPS).	  	  LPS	  can	  stimulate	  signaling	  events	  in	  many	  cell	  types.	  	  We	  therefore	  used	  30	  pg/ml	  of	  LPS	  as	  a	  control	  for	  the	  LPS	  concentration	  present	  in	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  protein.	  	  Although,	  LPS	  treatment	  showed	  some	  effects	  on	  EMT	  markers,	  its	  effect	  was	  different	  from	  the	  effects	  observed	  in	  the	  negative	  control	  or	  rhEMMPRIN	  treatment	  groups.	  	  In	  comparison	  to	  the	  control,	  LPS	  treatment	  did	  not	  stimulate	  any	  change	  in	  expression	  of	  the	  transcription	  factors	  twist	  or	  snail	  1.	  	  However,	  expression	  of	  twist	  was	  significantly	  increased	  in	  response	  to	  treatment	  with	  rhEMMPRIN	  (Fig	  4.6).	  Quantitative	  qRT-­‐PCR	  analysis	  was	  performed	  to	  identify	  any	  changes	  in	  mRNA	  levels	  of	  snail	  2/slug	  and	  twist	  in	  response	  to	  EGF,	  rhEMMPRIN,	  and	  LPS	  treatments.	  	  Since	  snail	  2/slug	  and	  twist	  are	  transcription	  factors	  we	  studied	  early	  time	  points	  to	  identify	  changes	  in	  these	  EMT	  markers	  in	  mesothelial	  cells	  (Fig.	  4.7).	  	  Compared	  to	  the	  control	  (Fig.	  4.7	  A),	  in	  EGF	  treated	  cells,	  snail	  2/slug	  mRNA	  levels	  increased	  about	  2.5	  fold	  over	  control	  by	  12	  hours	  of	  treatment	  and	  then	  returned	  to	  baseline	  over	  time,	  while	  twist	  mRNA	  expression	  increased	  by	  2	  fold	  over	  control	  by	  12	  hours	  and	  then	  also	  returned	  to	  baseline	  levels	  (Fig.	  4.7	  B).	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In	  rhEMMPRIN	  treated	  cells,	  snail	  2/slug	  expression	  remained	  unchanged	  over	  time	  while	  twist	  mRNA	  expression	  showed	  a	  significant	  increase	  (1.56	  fold)	  by	  24	  hours	  of	  treatment	  (Fig.	  4.7	  C).	  	  The	  LPS	  treatment	  did	  not	  cause	  any	  statistically	  significant	  activation	  of	  either	  transcription	  factor	  over	  time	  (Fig	  4.7	  D).	  The	  result	  of	  our	  time	  course	  immunoblot	  analysis	  for	  the	  epithelial	  marker,	  CK	  19,	  indicated	  significant	  up-­‐regulation	  of	  this	  epithelial	  marker	  in	  negative	  control	  cells	  over	  time	  (Fig	  4.8	  A	  &	  B).	  	  Although	  there	  was	  some	  increase	  in	  CK	  19	  at	  early	  time	  points	  for	  both	  EGF	  (6,	  12	  and	  18	  hours)	  and	  rhEMMPRIN	  (12	  hours)	  treatments,	  the	  level	  of	  CK	  19	  protein	  was	  significantly	  lower	  in	  these	  treated	  cells	  than	  in	  the	  negative	  control	  treatments	  for	  those	  specific	  times	  (Fig	  4.8	  A	  &	  B).	  	  Mesothelial	  cells	  treated	  with	  LPS	  showed	  up-­‐regulation	  of	  CK19	  as	  early	  as	  6	  hours	  and	  this	  expression	  was	  maintained	  over	  time	  (Fig	  4.8	  A	  &	  B).	  	  Change	  in	  CK	  19	  protein	  expression	  was	  significantly	  different	  in	  LPS	  treated	  samples	  than	  cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN.	  We	  also	  examined	  the	  expression	  of	  the	  mesothelial	  marker	  vimentin	  in	  LP-­‐9	  treated	  cells.	  	  Our	  immunoblotting	  results	  revealed	  an	  increase	  in	  vimentin	  expression	  as	  early	  as	  6	  hours	  in	  EGF	  treatment	  and	  12	  hours	  for	  rhEMMPRIN	  treatment	  samples	  and	  expression	  continued	  to	  increase	  gradually	  over	  time	  (Fig	  4.8	  C	  &	  D).	  	  Vimentin	  expression	  in	  control	  cells	  started	  to	  increase	  at	  earlier	  hours	  and	  then	  declined	  after	  24	  hours	  of	  treatment.	  	  The	  LPS	  treatment	  showed	  no	  change	  in	  vimentin	  expression,	  and	  the	  change	  in	  vimentin	  protein	  expression	  was	  significantly	  different	  in	  cells	  treated	  with	  LPS	  when	  compared	  to	  cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN	  (Fig	  4.8	  C	  &	  D).	  	  In	  order	  to	  identify	  the	  effect	  of	  rhEMMPRIN	  on	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expression	  of	  EMMPRIN	  protein,	  immunoblot	  assay	  was	  performed	  and	  we	  identified	  an	  increase	  in	  EMMPRIN	  expression	  in	  both	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treatments	  after	  12	  hours	  of	  treatments	  and	  its	  expression	  remained	  constant	  over	  time	  (Fig.	  4.8	  E	  &	  F).	  	  The	  LPS	  treatments	  did	  not	  change	  expression	  of	  EMMPRIN	  protein	  over	  time,	  but	  EMMPRIN	  expression	  was	  significantly	  different	  in	  LPS	  treated	  samples	  than	  rhEMMPRIN	  treatments	  (Fig	  4.8	  E	  &	  F).	  The	  results	  of	  qRT-­‐PCR	  analysis	  indicated	  that	  there	  was	  a	  reduction	  in	  mRNA	  expression	  for	  CK19	  in	  both	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treated	  cells	  compared	  to	  the	  negative	  controls	  (Fig	  4.9	  A).	  	  Conversely,	  mRNA	  expression	  of	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin	  was	  significantly	  increased	  in	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treated	  cells	  (Fig	  4.9	  B).	  	  LPS	  treatment	  did	  not	  alter	  CK19	  or	  vimentin	  mRNA	  expression	  significantly	  (Fig	  4.9	  A	  &	  B).	  	  We	  then	  tested	  the	  effect	  of	  rhEMMPRIN	  on	  cytokine	  expression	  by	  treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  rhEMMPRIN	  for	  72	  hours	  and	  assessing	  changes	  in	  IL-­‐1α	  and	  IL-­‐1β	  mRNA	  expression.	  	  In	  comparison	  to	  the	  negative	  controls,	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  both	  caused	  significant	  increases	  in	  IL-­‐1β	  mRNA	  expression	  (Fig	  4.10	  A).	  	  No	  changes	  in	  IL-­‐1α	  mRNA	  expression	  were	  observed	  in	  treated	  cells	  (Fig	  4.10	  B).	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  LPS	  did	  not	  affect	  expression	  of	  cytokines,	  these	  results	  show	  that	  rhEMMPRIN	  can	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  by	  increasing	  expression	  of	  the	  transcription	  factor	  twist	  and	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin.	  	  Furthermore,	  rhEMMPRIN	  treatment	  caused	  a	  decrease	  in	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK19.	  	  One	  mechanism	  by	  which	  rhEMMPRIN	  may	  induce	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  could	  be	  by	  increasing	  expression	  of	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1β.	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Effect	  of	  rhEMMPRIN	  on	  MMP	  Expression	  in	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cells	  In	  order	  to	  determine	  the	  effect	  of	  rhEMMPRIN	  on	  expression	  of	  MMPs,	  mesothelial	  cells	  were	  treated	  with	  no	  growth	  factor	  as	  a	  negative	  control,	  10	  ng/ml	  EGF,	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN,	  or	  30	  pg/ml	  LPS	  for	  24	  and	  72	  hours.	  	  The	  result	  of	  the	  qRT-­‐PCR	  analysis	  revealed	  a	  15	  fold	  increase	  in	  MMP-­‐1	  mRNA	  expression	  over	  the	  negative	  control	  in	  EGF	  treated	  cells	  (Fig	  4.11	  A)	  while	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression	  was	  increased	  4	  fold	  over	  the	  negative	  (Fig	  4.11	  B).	  	  The	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  did	  not	  change	  in	  EGF	  treated	  cells	  (Fig	  4.11	  C).	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  with	  either	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  did	  not	  induce	  any	  increases	  in	  expression	  of	  MMP-­‐1,	  -­‐2,	  or	  -­‐3	  (Fig	  4.11	  A-­‐C).	  	  These	  results	  indicate	  that	  perhaps	  higher	  concentrations	  of	  rhEMMPRIN	  are	  required	  to	  stimulate	  MMP	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  Another	  possible	  explanation	  is	  that	  glycosylation	  of	  the	  EMMPRIN	  protein	  is	  essential	  for	  stimulating	  MMP	  expression	  in	  mesothelial	  cells.	  The	  rhEMMPRIN	  was	  tested	  to	  determine	  its	  effect	  on	  EMMPRIN	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  Mesothelial	  cells	  were	  treated	  with	  either	  no	  growth	  factor	  (Fig.	  4.12	  A),	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  (Fig.	  4.12	  B),	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  (Fig.	  4.12	  C),	  or	  30	  pg/ml	  of	  LPS	  (Fig.	  4.12	  D)	  for	  up	  to	  72	  hours	  and	  expression	  of	  EMMPRIN	  was	  determined	  using	  qRT-­‐PCR.	  	  The	  result	  of	  the	  qRT-­‐PCR	  mRNA	  analysis	  was	  different	  than	  our	  immunoblot	  assay	  for	  EMMPRIN	  protein	  expression.	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  at	  the	  doses	  used	  in	  this	  study	  did	  not	  stimulate	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  significantly	  (Fig	  4.12	  A-­‐D)	  even	  though	  EGF	  did	  increase	  EMMPRIN	  protein.	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The	  Effects	  of	  rhEMMPRIN	  on	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cell	  Migration	  To	  examine	  the	  effect	  of	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  on	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  an	  in	  vitro	  scratch	  assay	  was	  performed.	  	  Confluent	  monolayers	  of	  LP-­‐9	  cells	  were	  scratched	  using	  a	  10	  μl	  pipette	  tip	  and	  washed	  twice	  with	  medium	  lacking	  growth	  factor	  to	  remove	  any	  cells	  that	  were	  detached.	  	  LP-­‐9	  cell	  cultures	  were	  then	  treated	  with	  either	  medium	  without	  EGF	  (control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN,	  or	  30	  pg/ml	  LPS.	  	  Cultured	  LP-­‐9	  cells	  were	  imaged	  every	  4	  hours	  for	  up	  to	  24	  hours	  (Fig.	  4.13).	  	  The	  green	  overlay	  in	  the	  image	  represents	  the	  cell-­‐covered	  area	  of	  the	  original	  phase	  contrast	  microscopy	  image	  and	  the	  black	  area	  represents	  the	  scratch	  area.	  	  With	  the	  comparison	  of	  the	  original	  phase	  contrast	  microscopy	  image	  and	  the	  resulting	  overlay	  image	  (green	  images)	  the	  closure	  of	  the	  scratched	  area	  was	  monitored	  over	  time.	  	  The	  scratched	  area	  in	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treated	  samples	  was	  significantly	  smaller	  than	  other	  treatments	  at	  24	  hour	  post	  scratch	  and	  almost	  completely	  covered	  by	  LP-­‐9	  cells	  that	  had	  migrated	  into	  the	  scratched	  region	  by	  24	  hours	  (Fig.	  4.13	  A).	  	  There	  was	  no	  difference	  between	  the	  scratched	  area	  in	  control	  and	  LPS	  treated	  samples	  over	  time	  (Fig.	  4.13	  A).	   To	  quantify	  the	  differences	  in	  the	  rate	  of	  migration	  in	  LP-­‐9	  cells	  in	  response	  to	  different	  treatments	  we	  used	  a	  web-­‐based	  image	  analysis	  platform	  offered	  by	  ibidi	  ®	  called	  Wimasis	  Image	  Analysis.	  	  The	  rate	  of	  migration	  was	  measured	  by	  quantifying	  the	  cell-­‐covered	  area	  per	  time	  or	  the	  total	  distance	  that	  the	  LP-­‐9	  cells	  moved	  from	  the	  edge	  of	  the	  scratch	  toward	  the	  center	  of	  the	  scratch	  (scratched	  area).	  	  The	  scratched	  region	  in	  cells	  treated	  with	  EGF,	  rhEMMPRIN	  was	  significantly	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smaller	  compared	  to	  the	  control	  and	  LPS	  treatment	  at	  24	  hour	  post	  scratch	  (Fig	  4.13	  B).	  These	  results	  suggest	  that	  in	  response	  to	  a	  wound,	  growth	  factors	  such	  as	  EGF	  (product	  of	  uterine	  stromal	  cells)	  and	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  EMMPRIN)	  can	  stimulate	  mesothelial	  cell	  to	  become	  mobile	  and	  migrate	  faster	  in	  attempt	  to	  close	  the	  wound	  area.	  	  
Discussion	  This	  study	  demonstrates	  a	  significant	  difference	  in	  the	  expression	  of	  EMMPRIN	  isoforms	  in	  different	  cell	  lines.	  	  A	  previous	  study	  showed	  that	  EMMPRIN	  isoforms	  -­‐3	  and	  -­‐4	  are	  expressed	  in	  CCL-­‐2	  cervical	  cancer	  cell	  lines	  as	  splice	  variants	  of	  the	  EMMPRIN	  gene	  (Belton	  et	  al	  2008).	  However,	  we	  were	  unable	  to	  identify	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  in	  untreated	  or	  growth	  factor	  treated	  LP-­‐9	  cells	  using	  the	  same	  technique	  used	  by	  Belton	  et	  al.	  	  These	  results	  indicate	  that	  expression	  of	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  depends	  on	  the	  cell	  type	  or	  tissue.	  	  The	  role	  of	  these	  different	  isoforms	  in	  different	  cell	  lines	  remains	  to	  be	  determined.	  	   Our	  study	  demonstrated	  that	  the	  glycosylated	  recombinant	  EMMPRIN	  protein	  purchased	  from	  R&D	  was	  unable	  to	  induce	  MMPs	  in	  uterine	  fibroblast	  cells	  even	  at	  8	  μg/ml	  concentration	  (data	  not	  shown),	  while	  the	  non-­‐glycosylated	  rhEMMPRIN	  produced	  in	  our	  lab	  increased	  MMP	  expression	  at	  1	  μg/ml	  concentration.	  	  One	  possible	  explanation	  for	  this	  difference	  could	  lie	  in	  the	  method	  for	  producing	  the	  rhEMMPRIN/Fc.	  	  The	  rhEMMPRIN/Fc	  Chimera	  includes	  182	  amino	  acids	  of	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  fused	  to	  the	  carboxyl-­‐terminal	  6X	  histidine	  tagged	  Fc	  region	  of	  human	  IgG.	  	  This	  Fc	  chimera	  consists	  of	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230	  amino	  acids	  and	  this	  larger	  size	  could	  interfere	  with	  its	  biological	  activity,	  which	  can	  also	  explain	  the	  high	  concentrations	  (2-­‐8	  μg/ml)	  recommended	  by	  R&D	  Systems.	  	  The	  R&D	  Systems	  report	  activation	  of	  MMP-­‐1	  by	  rhEMMPRIN/Fc	  in	  lung	  fibroblast	  cells	  (NHLF),	  however,	  even	  at	  the	  recommended	  concentration	  we	  were	  unable	  to	  induce	  MMP	  expression	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  The	  use	  of	  a	  periplasmic	  expression	  system	  in	  E.	  coli	  allows	  for	  the	  isolation	  of	  a	  stable,	  oxidized	  recombinant	  protein	  that	  maintains	  its	  three	  dimensional	  folding	  and	  that	  can	  be	  efficiently	  purified	  using	  a	  detergent-­‐free	  system	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	   Previous	  studies	  demonstrated	  that	  treating	  HUF	  cells	  with	  1	  μg/ml	  of	  purified	  native	  EMMPRIN	  was	  able	  to	  induce	  expression	  of	  MMP-­‐2	  significantly	  (Braundmeier	  et	  al	  2006).	  	  Treating	  HUF	  cells	  with	  10	  ng/ml	  of	  rhEMMPRIN	  increased	  MMP-­‐3	  and	  MMP-­‐9	  mRNA	  levels	  (Chen	  et	  al	  2009).	  	  However,	  treating	  HUF	  cells	  with	  higher	  concentration	  of	  rhEMMPRIN	  (100	  ng/ml)	  did	  not	  affect	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐2	  or	  TIMP-­‐3	  (Chen	  et	  al	  2009).	  	  In	  the	  present	  study	  we	  were	  also	  unable	  to	  identify	  changes	  in	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  in	  HUF	  cells	  treated	  with	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN.	  	  One	  possible	  explanation	  for	  this	  difference	  is	  that	  the	  EMMPRIN	  used	  by	  Braundmeier	  et	  al.	  was	  a	  full	  length,	  glycosylated	  protein	  while	  the	  rhEMMPRIN	  we	  used	  is	  a	  non-­‐glycosylated	  protein	  and	  consists	  only	  of	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN.	  	  In	  addition,	  it	  is	  possible	  that	  the	  transmembrane	  domain	  of	  EMMPRIN	  could	  play	  a	  major	  role	  in	  increasing	  MMPs,	  especially	  MMP-­‐2.	  	  The	  role	  of	  the	  transmembrane	  domain	  of	  EMMPRIN	  in	  its	  biological	  effects	  on	  mesothelial	  cells	  should	  be	  further	  investigated.	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   There	  is	  a	  strong	  correlation	  between	  elevated	  expression	  of	  EMMPRIN	  and	  increased	  invasive	  behavior	  by	  tumor	  cells	  (Caudroy	  et	  al	  2002).	  	  Expression	  of	  the	  glycosylated	  form	  of	  EMMPRIN	  is	  thought	  to	  be	  primarily	  responsible	  for	  inducing	  MMP	  expression	  both	  in	  normal	  and	  tumor	  cells	  (Guo	  et	  al	  1997,	  Sun	  &	  Hemler	  2001,	  Tang	  et	  al	  2004,	  Tang	  &	  Hemler	  2004).	  	  These	  results	  are	  different	  from	  previous	  studies	  that	  have	  showed	  that	  treating	  HUF	  cells	  with	  non-­‐glycosylated	  rhEMMPRIN	  can	  induce	  up-­‐regulation	  of	  different	  MMPs	  (Belton	  et	  al	  2008,	  Chen	  et	  al	  2009).	  	  Previous	  studies	  also	  have	  shown	  that	  stimulating	  mesothelial	  cells	  with	  TNF-­‐α	  and	  IL-­‐1β	  or	  combination	  of	  the	  cytokines	  also	  had	  no	  effect	  on	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  (Merkle	  et	  al	  2010).	  	  All	  MMPs	  are	  synthesized	  in	  a	  latent	  form	  (zymogen)	  and	  are	  secreted	  as	  proenzymes	  (Remacle	  et	  al	  2006).	  A	  more	  accurate	  method	  of	  examining	  changes	  in	  MMPs	  (besides	  qRT-­‐PCR),	  perhaps,	  would	  be	  to	  assay	  the	  conditioned	  medium	  from	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  different	  factors.	  	  However,	  due	  to	  high	  serum	  content	  of	  LP-­‐9	  cell	  medium	  we	  were	  not	  able	  to	  examine	  expression	  of	  MMP	  in	  the	  conditioned	  medium	  by	  immunoblotting	  assay.	  	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  combination	  of	  different	  cytokines	  (TNF-­‐α	  and	  IL-­‐1β)	  can	  effect	  changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐9	  in	  mesothelial	  cells	  while	  the	  individual	  cytokines	  failed	  to	  change	  mRNA	  expression	  (Merkle	  et	  al	  2010).	  	  Therefore,	  an	  alternative	  way	  to	  examine	  change	  in	  MMPs	  expression	  is	  to	  examine	  the	  effect	  of	  combining	  cytokines	  and	  treating	  the	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  In	  this	  study,	  we	  also	  present	  evidence	  that	  HES	  cells	  secrete	  EMMPRIN	  (see	  Fig	  3.14).	  	  While	  EMMPRIN	  is	  normally	  localized	  to	  the	  plasma	  cell	  membrane,	  our	  lab	  has	  demonstrated	  the	  release	  of	  full	  length	  EMMPRIN	  protein	  by	  uterine	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epithelial	  cells	  (Dayger,	  submitted).	  	  We	  observed	  that	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  was	  sufficient	  to	  induce	  significant	  changes	  in	  cell	  morphology	  of	  LP-­‐9	  cells	  by	  6	  hours	  of	  treatment.	  	  The	  concentration	  of	  rhEMMPRIN	  used	  was	  similar	  to	  that	  used	  in	  earlier	  studies	  to	  assess	  its	  effects	  on	  MMP	  production	  by	  uterine	  stromal	  cells	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  We	  were	  able	  to	  demonstrate	  that	  treating	  mesothelial	  cells	  with	  rhEMMPRIN	  induced	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  by	  increasing	  expression	  of	  the	  transcription	  factor	  twist	  and	  vimentin,	  as	  well	  as	  reducing	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19.	  	  The	  mechanism	  of	  action	  of	  EMMPRIN	  is	  different	  from	  that	  of	  EGF	  since	  EGF	  treatment	  primarily	  causes	  up-­‐regulation	  of	  the	  transcription	  factor	  snail	  1	  protein	  and	  snail	  2	  mRNA.	  	  However,	  in	  our	  time	  course	  experiments,	  twist	  expression	  was	  at	  its	  highest	  level	  at	  12	  hours	  after	  EGF	  treatment	  and	  then	  decreased	  by	  72	  hours.	  	  Furthermore,	  activation	  of	  twist	  by	  EGF	  might	  occur	  indirectly	  through	  up-­‐regulation	  of	  EMMPRIN	  protein,	  which	  in	  turn	  can	  up-­‐regulate	  twist	  (Refer	  to	  Fig	  4.8	  E).	  	  Our	  time	  course	  results	  indicate	  that	  the	  EMT	  process	  is	  initiated	  in	  mesothelial	  cells	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment	  due	  to	  increases	  in	  both	  the	  snail	  and	  twist	  transcription	  factors,	  two	  hallmarks	  of	  EMT.	  	  This	  study	  further	  investigated	  the	  effect	  of	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  on	  migration	  of	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  The	  in	  vitro	  scratch	  assay	  is	  an	  easy,	  low-­‐cost	  and	  well-­‐developed	  method	  to	  measure	  cell	  migration	  in	  vitro.	  	  The	  basic	  steps	  involve	  creating	  a	  "scratch"	  in	  a	  cell	  monolayer,	  capturing	  the	  images	  at	  the	  beginning	  and	  at	  regular	  intervals	  during	  cell	  migration	  to	  close	  the	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scratch,	  and	  comparing	  the	  images	  to	  quantify	  the	  migration	  rate	  of	  the	  cells.	  	  	  The	  in	  vitro	  scratch	  assay	  is	  particularly	  suitable	  for	  studies	  on	  the	  cell	  migration,	  and	  it	  mimics	  cell	  migration	  during	  wound	  healing	  in	  vivo.	  	   The	  result	  of	  our	  in	  vitro	  scratch	  assay	  of	  LP-­‐9	  cells,	  treated	  with	  medium	  without	  EGF,	  indicated	  that	  the	  cells	  around	  the	  edge	  of	  the	  wound	  can	  become	  mobile,	  and	  cover	  the	  scratched	  region	  at	  24	  hours	  post	  scratch.	  	  However,	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  such	  as	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  or	  rhEMMPRIN	  stimulated	  LP-­‐9	  cells	  to	  migrate	  into	  the	  scratched	  region	  significantly	  faster.	  	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  cells	  undergoing	  EMT	  acquire	  a	  more	  migratory	  phenotype	  and	  this	  has	  been	  shown	  to	  be	  true	  for	  mesothelial	  cells	  isolated	  from	  patients	  undergoing	  intra-­‐peritoneal	  kidney	  dialysis	  (Yanez-­‐Mo	  et	  al	  2003).	  	  	  	   In	  summary	  the	  results	  of	  our	  studies	  confirm	  a	  role	  for	  the	  secreted	  glycoprotein	  EMMPRIN	  in	  causing	  EMT	  and	  remodeling	  of	  mesothelial	  cells.	  	  These	  findings	  further	  support	  our	  hypothesis	  that	  attachment	  of	  endometrial	  fragments	  to	  the	  mesothelial	  layer	  can	  result	  in	  an	  injury.	  EMMPRIN,	  a	  factor	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  can	  induce	  neighboring	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT,	  altering	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  more	  fibroblast-­‐like	  so	  that	  they	  become	  mobile	  and	  create	  an	  opening,	  which	  would	  allow	  endometrial	  cells	  to	  pass	  through	  the	  mesothelial	  barrier	  into	  the	  peritoneum.	  	  The	  mobility	  of	  mesothelial	  cells	  in	  response	  to	  adhesion	  of	  endometrial	  fragments	  may	  play	  a	  critical	  role	  in	  establishment	  of	  endometriotic	  lesions.	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Figure	  4.1:	  Expression	  of	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  (A)	  Effect	  of	  growth	  factors	  and	  cytokines	  on	  LP-­‐9	  cells.	  	  Compared	  to	  control,	  LP-­‐9	  cells	  cultured	  in	  medium	  supplemented	  with	  EGF	  or	  EGF	  plus	  IL-­‐1β	  underwent	  EMT,	  became	  multilayered,	  changed	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐	  like.	  The	  combined	  effect	  of	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  was	  more	  pronounced	  in	  formation	  of	  cell	  bundles.	  (B)	  Identification	  of	  different	  EMMPRIN	  isoforms	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  PCR	  amplification	  of	  LP-­‐9	  cell	  and	  CCL-­‐2	  cervical	  adenocarcinoma	  cell	  cDNA	  s	  with	  primers	  specific	  for	  EMMPRIN	  isoforms	  -­‐2,	  -­‐3	  and	  -­‐4	  revealed	  that	  only	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  is	  expressed	  in	  LP-­‐9	  cells	  and	  its	  expression	  was	  independent	  of	  cytokine	  treatments.	  	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  were	  not	  detected	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  Control	  samples	  include	  no	  template	  control	  as	  negative	  control	  and	  RT-­‐PCR	  amplification	  product	  from	  CCL2	  cells	  as	  our	  positive	  control.	  	  PCR	  amplification	  of	  the	  cDNA	  revealed	  that	  both	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  are	  expressed	  in	  CCL2	  cells.	  	  Ten	  fold	  more	  sample	  was	  loaded	  for	  detection	  of	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  (60	  μl)	  than	  for	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  (6	  μl).	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Figure	  4.2:	  	  Commassie	  stained	  SDS-­‐PAGE	  of	  Talon	  IMAC	  purified	  rhEMMPRIN	  fractions.	  	  UCOSL=	  un-­‐concentrated	  osmotic	  shock	  lysate,	  COSL=	  concentrated	  osmotic	  shock	  lysate,	  UB=	  unbound	  fraction.	  	  rhEMMPRIN	  was	  detected	  at	  around	  23	  kDa,	  (black	  box)which	  corresponds	  to	  molecular	  weight	  of	  non-­‐glycosylated	  EMMPRIN.	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Figure	  4.3:	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Figure	  4.3	  (continue):	  	  qRT-­‐PCR	  comparing	  biological	  activity	  of	  non-­‐glycosylated	  rEMMPRIN	  (rBSG)	  with	  glycosylated	  EMMPRIN	  (BSG/FC)	  purchased	  from	  R	  &	  D	  systems	  in	  uterine	  fibroblast	  cells	  (HUF).	  	  Control	  samples	  included	  BSA	  (negative	  control),	  and	  IL-­‐1β	  (positive	  control).	  	  (A	  &	  B)	  Our	  rhEMMPRIN	  at	  1	  μg/ml	  stimulated	  MMP-­‐1	  and	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression.	  	  We	  were	  unable	  to	  detect	  any	  change	  in	  MMP	  mRNA	  expression	  in	  cells	  treated	  with	  the	  glycosylated	  	  EMMPRIN	  (BSG/FC)	  from	  R&D	  Systems.	  	  (C)	  qRT-­‐PCR	  revealed	  no	  change	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐2	  in	  any	  of	  our	  treatment	  groups.	  	  Significant	  differences	  in	  gene	  expression	  changes	  compared	  to	  the	  control	  are	  indicated	  by	  *	  symbols	  (n=3),	  	  	  *P<	  0.01.	  	  (D)	  Schematic	  diagram	  of	  a	  DNA	  sequence	  encoding	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  fused	  to	  the	  carboxyl-­‐terminal	  6X	  histidine	  tagged	  Fc	  region	  of	  human	  IgG	  via	  a	  polypeptide	  linker	  (provided	  by	  R	  &	  D	  systems).	  
	  
	   	  
 141 
	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  4.4:	  Effects	  of	  rhEMMPRIN	  on	  EMT	  of	  LP-­‐9	  cells	  (A).	  	  Cells	  were	  treated	  with	  the	  indicated	  concentrations	  of	  rhEMMPRIN	  for	  72	  hours.	  	  Cells	  treated	  with	  either	  1	  or	  10	  μg/ml	  of	  EMMPRIN	  or	  EGF	  exhibited	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology	  and	  became	  multilayered	  whereas,	  control	  cells	  did	  not	  grow	  as	  quickly	  as	  those	  treated	  with	  EGF	  or	  rhEMMPRIN	  and	  even	  after	  72	  hours	  of	  treatment,	  cells	  retained	  an	  epithelial-­‐like	  morphology	  (Original	  magnification	  X100,	  Line	  represents	  100	  μm).	  	  (B)	  Representative	  immunoblotting	  for	  EMT	  marker	  CK	  19	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  different	  concentrations	  of	  rhEMMPRIN.	  	  Treating	  LP-­‐9	  cells	  with	  either	  1	  or	  10	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN	  significantly	  reduced	  the	  expression	  of	  CK	  19.	  	  Densitometry	  of	  bands	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%).	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH.	  Data	  are	  mean	  ±	  SEM	  for	  n=2,	  **	  P<	  0.001.	  
	  
 142 
	  
	  
Figure	  4.5:	  Morphological	  changes	  induced	  by	  EGF,	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  in	  cultured	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  over	  72	  hours	  of	  treatment.	  	  Compared	  to	  the	  no	  growth	  factor,	  negative	  control	  treatment	  (a-­‐e),	  cells	  treated	  with	  EGF	  (f-­‐j)	  or	  rhEMMPRIN	  (k-­‐o)	  acquired	  a	  marked	  fibroblast-­‐like	  morphology	  as	  early	  as	  6	  hours	  after	  treatment.	  	  Cells	  treated	  with	  LPS	  (p-­‐t)	  maintained	  their	  epithelial-­‐like	  morphology	  over	  time	  (original	  magnification	  X100,	  Scale	  bar	  100	  μm).	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Figure	  4.6:	  Representative	  immunoblotting	  for	  the	  transcription	  factor	  proteins	  twist	  and	  snail	  1	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  no	  growth	  factor	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  over	  72	  hours.	  (A	  &	  B)	  The	  EGF	  treated	  cells	  showed	  up-­‐regulation	  of	  twist	  protein	  as	  early	  as	  6	  hours	  of	  treatment	  then	  decreased	  gradually	  over	  time	  but	  was	  still	  elevated	  at	  72	  hrs.	  	  Cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN	  also	  showed	  an	  up-­‐regulation	  of	  twist	  protein	  at	  6	  hours	  of	  treatment,	  which	  decreased	  sharply	  after	  18	  hours	  of	  treatment	  but	  was	  still	  elevated	  at	  72	  hrs.	  	  We	  also	  detected	  a	  slight	  increase	  in	  twist	  protein	  expression	  in	  LPS	  treated	  cells	  at	  48	  and	  72	  hours	  of	  treatment,	  but	  this	  was	  not	  statistically	  significant.	  	  (C	  &	  D)	  Snail	  1	  expression	  was	  up-­‐regulated	  in	  EGF	  treated	  samples	  as	  early	  as	  6	  hours	  of	  treatment,	  decreased	  by	  24	  hours,	  and	  then	  increased	  at	  72	  hours	  of	  treatment.	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  has	  no	  effect	  on	  snail	  expression	  (n=3).	  	  Densitometry	  for	  each	  protein	  band	  is	  expressed	  relative	  to	  control	  (100%)	  specific	  time	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  (n=3	  **	  P<	  0.05,	  *P<	  0.01).	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Figure	  4.7:	  Relative	  fold	  changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  the	  transcription	  factors	  twist	  and	  snail	  2	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  no	  EGF	  (control)	  (A),	  10	  ng/ml	  EGF	  (B),	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN	  (C),	  and	  30	  pg/ml	  LPS	  (D).	  Compared	  to	  the	  control,	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF	  showed	  significant	  increase	  in	  snail	  2	  and	  twist	  expression	  as	  early	  as	  6	  hours	  post	  treatment.	  	  In	  rhEMMPRIN	  treated	  cells	  expression	  of	  snail	  2	  remained	  the	  same	  as	  control	  at	  all	  time	  points,	  however,	  expression	  of	  twist	  was	  up-­‐regulated	  at	  24	  hours	  and	  48	  hours	  and	  then	  decreased	  (C).	  Snail	  2	  and	  twist	  mRNA	  expression	  remained	  unchanged	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  LPS	  (D).	  	  Significant	  changes	  in	  gene	  expression	  over	  0	  hour	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P<	  0.05.	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Figure	  4.8:	  
	   	  
 146 
	  
Figure	  4.8	  (Continue):	  	  Representative	  immunoblotting	  for	  the	  epithelial	  marker	  CK	  19	  (A),	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin	  (C),	  and	  EMMPRIN	  (E)	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  no	  growth	  factor	  	  (negative	  control),	  10	  ng/ml	  EGF,	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN	  or	  30	  pg/ml	  LPS	  over	  72	  hours.	  	  (A	  &	  B)	  Cells	  treated	  with	  EGF,	  and	  rhEMMPRIN	  showed	  significant	  down	  regulation	  of	  CK	  19	  protein	  over	  time.	  	  Although	  there	  was	  a	  slight	  increase	  in	  CK	  19	  in	  EGF	  (6,	  12	  and	  18	  hours)	  and	  rhEMMPRIN	  (12	  and	  18	  hours)	  treatments,	  the	  CK	  19	  level	  was	  significantly	  lower	  than	  in	  the	  negative	  control	  samples.	  	  CK	  19	  expression	  in	  LPS	  treated	  samples	  was	  also	  modestly	  increased	  over	  time.	  	  (C	  &	  D)	  Expression	  of	  vimentin	  protein	  in	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treated	  samples	  gradually	  increased	  over	  time,	  while	  vimentin	  expression	  gradually	  decreased	  in	  negative	  control	  cells.	  	  We	  did	  not	  detect	  any	  change	  in	  vimentin	  expression	  in	  LPS	  treated	  samples.	  (D	  &	  E)	  Compared	  to	  control	  and	  LPS	  treated	  samples,	  EMMPRIN	  protein	  expression	  increased	  as	  early	  as	  6	  hours	  in	  EGF	  treated	  samples	  and	  12	  hours	  in	  rhEMMPRIN	  samples.	  	  EMMPRIN	  expression	  did	  not	  change	  in	  LPS	  treated	  samples.	  	  All	  treatments	  were	  normalized	  to	  GAPDH	  (n=3).	  	  Significant	  changes	  in	  protein	  expressions	  over	  control	  are	  indicated	  by	  symbol	  *	  (P<	  0.01).	  	  Symbol	  (a)	  was	  used	  to	  indicate	  significant	  change	  in	  protein	  expression	  between	  rhEMMPRIN	  and	  LPS	  treatments.	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Figure	  4.9:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker,	  CK	  19	  versus	  mesenchymal	  marker,	  vimentin,	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF,	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN,	  and	  30	  pg/ml	  LPS	  for	  72	  hours.	  	  Compared	  to	  control,	  cells	  treated	  with	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  showed	  a	  significant	  decrease	  in	  mRNA	  expression	  of	  CK19	  (A)	  as	  the	  mRNA	  expression	  of	  vimentin	  (B)	  increased	  significantly.	  	  The	  mRNA	  expression	  of	  CK19	  or	  vimentin	  did	  not	  change	  in	  cells	  treated	  with	  LPS.	  	  Significant	  gene	  expression	  changes	  over	  control	  are	  indicated	  by	  *	  symbols	  (n=3),	  *	  
P<	  0.01.	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Figure	  4.10:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  IL-­‐1α	  and	  IL-­‐1β	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  either	  no	  growth	  factor	  (negative	  control),	  EGF,	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  for	  72	  hours.	  	  IL-­‐1	  β	  expression	  significantly	  increased	  only	  in	  cells	  treated	  with	  EGF,	  rhEMMPRIN	  (A).	  IL-­‐1α	  mRNA	  expression	  was	  not	  altered	  by	  	  any	  	  treatment	  (B).	  Significant	  changes	  in	  gene	  expression	  over	  control	  are	  indicated	  by	  *	  symbols	  (n=3),	  *	  P<	  0.05.	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Figure	  4.11:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  MMP-­‐1,	  MMP-­‐2,	  and	  MMP-­‐3	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  factors	  that	  induce	  EMT.	  	  MMP-­‐1	  and	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression	  was	  increased	  significantly	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF	  (A	  and	  B).	  MMP-­‐2	  mRNA	  expression	  did	  not	  change	  in	  response	  to	  EGF	  treatment	  (C).	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  cells	  with	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  did	  not	  cause	  any	  changes	  in	  MMP	  expression	  	  in	  LP-­‐9	  cells.	  	  Significant	  changes	  in	  gene	  expression	  compared	  to	  the	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  (n=3),	  *	  P<	  0.05.	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Figure	  4.12:	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  EMMPRIN	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  qRT-­‐PCR	  revealed	  no	  change	  in	  EMMPRIN	  mRNA	  expression	  in	  EGF,	  rhEMMPRIN	  or	  LPS	  treated	  samples	  over	  time.	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Figure	  4.13:	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Figure	  4.13	  (Continue):	  Effect	  of	  different	  treatments	  on	  LP-­‐9	  cell	  migration	  over	  24	  hours.	  (A)	  Panels	  show	  representative	  images	  of	  untreated	  (control),	  or	  cells	  treated	  with	  10	  ng/ml	  EGF,	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN,	  and	  30	  pg/ml	  LPS.	  	  Top	  left	  (1st	  column)	  panels	  show	  a	  representative	  images	  of	  untreated	  LP-­‐9	  cells,	  immediately	  post	  scratch	  (0	  hour).	  	  The	  panels	  in	  second	  and	  third	  column	  show	  12	  and	  24	  hours	  post	  scratch.	  	  The	  cell-­‐covered	  area	  is	  highlighted	  in	  green	  (green	  inserts).	  	  Treated	  LP-­‐9	  cells	  showed	  increase	  in	  migration	  and	  covered	  the	  scratched	  region	  faster	  than	  the	  control	  cells.	  	  Compared	  to	  control,	  LPS	  treatment	  did	  not	  increase	  migration	  of	  cells	  into	  the	  scratched	  region.	  	  (B)	  The	  graph	  represents	  results	  from	  measurements	  of	  the	  cell-­‐covered	  area	  over	  time	  from	  three	  separate	  experiments.	  	  Significant	  changes	  over	  0	  hour	  control	  are	  indicated	  by	  symbols	  *.	  	  Symbol	  (a)	  represents	  significant	  difference	  between	  LPS	  and	  rhEMMPRIN	  treatments,	  symbol	  (b)	  represents	  significant	  change	  between	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treatment	  compared	  to	  LPS	  and	  control,	  symbol	  (c)	  indicates	  significant	  change	  between	  EGF	  and	  rhEMMPRIN	  treatment,	  (n=3),	  P	  <	  0.05.	  (Original	  magnification	  X40)	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CHAPTER	  5	  
SUMMARY	  AND	  FUTURE	  DIRECTIONS	  
	  Endometriosis	  is	  a	  gynecological	  medical	  condition	  that	  is	  observed	  in	  5-­‐10%	  of	  women	  of	  reproductive	  age	  and	  is	  characterized	  by	  the	  presence	  of	  endometrial	  fragments	  outside	  of	  the	  uterus	  (Sampson	  1927).	  	  In	  addition	  to	  causing	  extreme	  pain,	  endometriosis	  is	  also	  associated	  with	  decreases	  in	  women’s	  fertility	  (Giudice	  &	  Kao	  2004,	  Witz	  &	  Burns	  2002).	  	  Endometriotic	  lesions	  are	  composed	  of	  epithelial	  as	  well	  as	  stromal	  cell	  components	  (Winterhager	  et	  al	  2009).	  	  Cross-­‐talk	  between	  uterine	  epithelial	  cells	  of	  endometrial	  fragments	  and	  the	  mesothelial	  cells	  lining	  the	  peritoneal	  cavity	  has	  been	  suggested	  to	  be	  important	  for	  development	  of	  endometriosis	  (Witz	  et	  al	  2003,	  Witz	  et	  al	  2002).	  	  The	  factors	  that	  mediate	  this	  crosstalk	  are	  not	  well	  understood	  but	  targeted	  therapies	  against	  these	  factors	  might	  prove	  helpful	  in	  treatment	  of	  endometriosis.	  	  Our	  hypothesis	  is	  that	  establishment	  of	  endometriotic	  lesions	  involves	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  The	  objective	  of	  this	  work	  was	  to	  identify	  factors	  that	  are	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  and	  study	  their	  impacts	  on	  mesothelial	  cells.	  Establishment	  of	  endometriotic	  lesions	  involves	  contact	  between	  endometrial	  fragments	  consisting	  of	  uterine	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  with	  the	  mesothelial	  cells	  lining	  the	  peritoneum.	  	  Endometrial	  cells	  ultimately	  invade	  beyond	  the	  basement	  membrane	  of	  the	  mesothelium	  and	  develop	  into	  vascularized	  lesions.	  	  This	  process	  may	  involve	  transformation	  of	  epithelial-­‐like	  mesothelial	  cells	  to	  a	  more	  fibroblastic	  cell	  type	  capable	  of	  migration	  and	  leads	  to	  exposure	  of	  the	  underlying	  basement	  membrane.	  	  The	  peritoneal	  fluid	  of	  women	  with	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endometriosis	  shows	  elevated	  levels	  of	  several	  cytokines	  including	  IL1-­‐β	  and	  TGF-­‐
β1.	  	  The	  goals	  of	  this	  study	  were	  to	  1)	  compare	  the	  ability	  of	  IL1-­‐β	  and	  TGF-­‐β1	  to	  induce	  EMT	  of	  mesothelial	  cells	  with	  epidermal	  growth	  factor	  (EGF),	  a	  known	  potent	  stimulator	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  and	  2)	  to	  determine	  whether	  EMMPRIN	  can	  also	  regulate	  EMT	  by	  stimulating	  matrix	  metalloproteinases	  in	  mesothelial	  cells.	  Our	  initial	  work	  focused	  on	  optimizing	  conditions	  for	  culturing	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells,	  confirming	  induction	  of	  epithelial-­‐mesenchymal	  transition	  (EMT)	  in	  response	  to	  several	  factors,	  and	  characterizing	  phenotypic	  changes	  as	  cells	  underwent	  EMT	  (see	  Chapter	  2).	  	  The	  result	  of	  our	  ELISA	  assay	  identified	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β1	  in	  the	  conditioned	  medium	  of	  uterine	  epithelial	  cells	  (HES).	  	  In	  addition,	  our	  immunoblot	  assay	  identified	  of	  EMMPRIN	  in	  the	  HES	  cells	  conditioned	  medium.	  	  Treatment	  of	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  with	  HES	  conditioned	  medium,	  IL-­‐1β,	  or	  TGF-­‐β1	  induced	  EMT	  in	  these	  cells.	  	  The	  morphology	  of	  cells	  undergoing	  EMT	  was	  altered	  from	  epithelial-­‐like	  to	  fibroblast-­‐like,	  and	  the	  cells	  showed	  down	  regulation	  of	  the	  epithelial	  marker	  cytokeratin	  19,	  and	  up-­‐regulation	  of	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin,	  as	  well	  as	  the	  transcription	  factors	  twist,	  snail1	  (protein)	  and	  snail2	  (mRNA)	  (see	  Chapter	  3).	  The	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  was	  expressed	  in	  
E.coli	  and	  recombinant	  human	  EMMPRIN	  (rhEMMPRIN)	  was	  isolated	  from	  the	  periplasm	  of	  transformed	  bacteria	  in	  an	  osmotic	  shock	  lysate.	  	  Using	  RT-­‐PCR	  we	  identified	  expression	  of	  only	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  An	  in	  depth	  examination	  of	  the	  effects	  of	  rhEMMPRIN	  secreted	  glycoprotein	  as	  an	  inducer	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of	  EMT	  was	  examined	  in	  chapter	  4.	  	  Mesothelial	  cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN	  showed	  an	  increased	  rate	  of	  migration,	  along	  with	  up-­‐regulation	  of	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin,	  while	  expression	  of	  the	  epithelial	  marker,	  CK19,	  was	  down	  regulated.	  	  The	  transcription	  factor	  twist	  was	  also	  significantly	  up-­‐regulated	  in	  cells	  treated	  with	  rhEMMPRIN.	  	  However,	  MMP-­‐1,	  -­‐2	  and	  -­‐3	  mRNA	  expression	  were	  not	  affected	  by	  treatment	  (see	  Chapter	  4).	  These	  findings	  demonstrated	  a	  potential	  role	  for	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  including	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β1,	  and	  EMMPRIN	  in	  induction	  of	  EMT	  and	  remodeling	  of	  mesothelial	  cells.	  	  Our	  results	  show	  that	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  of	  endometrial	  fragments	  can	  induce	  mesothelial	  cells	  to	  undergo	  EMT,	  change	  their	  morphology	  from	  epithelial-­‐like	  to	  more	  fibroblast	  like,	  become	  mobile	  and	  create	  an	  opening,	  allowing	  endometrial	  fragments/cells	  to	  pass	  through	  the	  mesothelial	  barrier	  (Fig	  5.1).	  	  We	  have	  also	  shown	  that	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  IL-­‐1β,	  TGF-­‐β	  and	  EMMPRIN.	  While	  IL-­‐1β	  and	  TGF-­‐β	  act	  primarily	  through	  activation	  of	  the	  snail	  transcription	  factor,	  EMMPRIN	  induces	  twist	  rather	  than	  snail.	  	  EMMPRIN	  expression	  increases	  in	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  as	  they	  undergo	  EMT.	  	  Our	  results	  have	  shown	  that	  peritoneal	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  including	  EMMPRIN,	  IL-­‐1β,	  and	  TGF-­‐β	  (Fig	  5.1).	  	  Future	  studies	  suggested	  by	  these	  findings	  include	  identification	  of	  the	  effects	  of	  EMMPRIN	  on	  expression	  of	  snail1,	  snail2	  and	  Claudin-­‐1	  protein	  and	  mRNA,	  quantitation	  of	  changes	  in	  MMP	  protein	  expression	  in	  the	  conditioned	  medium	  of	  mesothelial	  cells	  undergoing	  EMT,	  and	  investigation	  of	  the	  different	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intracellular	  signaling	  pathways	  activated	  in	  LP-­‐9	  cells	  undergoing	  EMT	  in	  response	  to	  treatment	  with	  uterine	  epithelial	  cells	  secreted	  factors.	  	  
Does	  rhEMMPRIN	  Activate	  Snail1	  or	  Snail2	  Transcription	  Factors?	  In	  our	  studies	  we	  treated	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  with	  conditioned	  medium	  or	  individual	  secreted	  factors	  from	  uterine	  epithelial	  cells	  and	  then	  determined	  changes	  in	  expression	  levels	  of	  snail1	  protein	  by	  immunoblotting	  and	  snail2	  (slug)	  mRNA	  by	  qRT-­‐PCR.	  	  It	  would	  be	  important	  to	  compare	  the	  expression	  patterns	  of	  both	  the	  protein	  and	  mRNA	  for	  each	  transcription	  factor.	  	  Our	  results	  showed	  that	  treatment	  of	  mesothelial	  cells	  with	  rhEMMPRIN	  caused	  an	  up-­‐regulation	  of	  snail2	  mRNA.	  	  Immunoblotting	  of	  total	  cell	  lysate	  from	  treated	  LP-­‐9	  cells	  using	  an	  antibody	  against	  snail2	  should	  be	  carried	  out	  to	  determine	  whether	  changes	  in	  snail2	  protein	  parallel	  the	  changes	  in	  mRNA	  expression.	  	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  1	  μg/ml	  rhEMMPRIN	  did	  not	  show	  any	  changes	  in	  snail1	  protein	  expression.	  	  In	  order	  to	  identify	  changes	  in	  expression	  levels	  of	  snail1	  mRNA	  gene,	  qRT-­‐PCR	  should	  also	  be	  carried	  out	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  secreted	  factors	  from	  HES	  cell.	  	  These	  in	  
vitro	  analyses	  can	  compare	  the	  differential	  effects	  of	  rhEMMPRIN	  on	  the	  expression	  of	  snail1	  and	  snail2	  protein	  and	  mRNA,	  and	  assess	  whether	  the	  changes	  in	  mRNA	  and	  protein	  expression	  parallel	  each	  other.	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Determine	  the	  Effects	  of	  EMMPRIN	  on	  Claudin-­‐1	  Expression	  and	  its	  Mediation	  
by	  Snail1	  and	  Snail2	  Transcription	  Factors	  	  The	  transcription	  factors	  snail1	  and	  snail2	  are	  known	  to	  induce	  EMT	  by	  binding	  to	  the	  E-­‐box	  elements	  of	  the	  E-­‐cadherin	  promoter	  in	  several	  different	  murine	  and	  human	  carcinoma	  or	  melanoma	  cell	  lines	  and	  tumors	  (Onder	  et	  al	  2008,	  Peinado	  et	  al	  2004,	  Sanchez-­‐Tillo	  et	  al	  2010,	  Schmalhofer	  et	  al	  2009).	  	  Recently,	  it	  has	  been	  shown	  that	  these	  transcription	  factors	  can	  also	  bind	  to	  the	  E-­‐box	  elements	  of	  the	  human	  Claudin-­‐1	  promoter,	  a	  major	  constituent	  of	  tight	  junctions	  in	  different	  cells	  (Martinez-­‐Estrada	  et	  al	  2006).	  	  Identification	  of	  transcription	  factors	  activated	  specifically	  in	  response	  to	  factors	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  would	  be	  an	  important	  step	  in	  understanding	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  	  Moreover,	  using	  chromatin	  immunoprecipitation	  assays	  (ChIP),	  we	  would	  be	  able	  to	  monitor	  recruitment	  of	  these	  transcription	  factors	  to	  the	  regulatory	  regions	  of	  the	  Claudin-­‐1	  promoter	  in	  response	  to	  treatment	  with	  factors	  secreted	  by	  uterine	  epithelial	  cells.	  Mesothelial	  cells	  express	  characteristics	  of	  both	  epithelial	  and	  mesenchymal	  phenotypes	  (Herrick	  &	  Mutsaers	  2004,	  Herrick	  &	  Mutsaers	  2007,	  Mutsaers	  et	  al	  2007).	  	  Unlike	  true	  epithelial	  cells,	  mesothelial	  cells	  express	  the	  intermediate	  filament	  vimentin	  (Wu	  et	  al	  1982).	  	  A	  hallmark	  event	  in	  EMT	  is	  the	  down	  regulation	  or	  loss	  of	  E-­‐cadherin	  adhesion	  protein	  and	  up-­‐regulation	  of	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin.	  	  Understanding	  the	  molecular	  mechanism	  that	  regulates	  E-­‐cadherin	  expression	  is	  pivotal	  for	  understanding	  EMT	  in	  mesothelial	  cells.	  	  However,	  we	  were	  unable	  to	  detect	  E-­‐cadherin	  expression	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	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Since	  the	  transcription	  factors	  snail1	  and	  snail	  2	  bind	  to	  the	  E-­‐box	  elements	  of	  both	  E-­‐cadherin	  and	  Claudin-­‐1,	  an	  alternative	  would	  be	  to	  assess	  changes	  in	  expression	  of	  the	  adhesion	  protein	  Claudin-­‐1	  as	  an	  epithelial	  marker	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  undergoing	  EMT.	  	  Therefore,	  changes	  in	  Claudin-­‐1	  protein	  expression	  should	  be	  determined	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  as	  they	  undergo	  EMT	  in	  response	  to	  secreted	  factors	  of	  uterine	  epithelial	  cells.	  	  The	  results	  of	  such	  experiments	  will	  identify	  whether	  changes	  in	  Claudin-­‐1	  expression	  are	  associated	  with	  activation	  of	  the	  transcription	  factors	  snail1	  and/or	  snail2	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  as	  they	  undergo	  EMT.	  Previous	  studies	  have	  shown	  that	  high	  levels	  of	  snail1	  and	  snail2	  are	  correlated	  with	  low	  levels	  of	  expression	  of	  Claudin-­‐1	  in	  invasive	  human	  breast	  cancer	  (Blick	  et	  al	  2008,	  Martinez-­‐Estrada	  et	  al	  2006,	  Olmeda	  et	  al	  2007).	  	  	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  can	  be	  transfected	  with	  snail1	  or	  snail2	  as	  described	  previously	  (Bolos	  et	  al	  2003,	  Cano	  et	  al	  2000)	  to	  assess	  their	  effects	  on	  the	  expression	  of	  Claudin-­‐1	  mRNA	  or	  protein.	  	  Transepithelial	  electrical	  resistance	  (TEER)	  could	  be	  used	  to	  measure	  the	  effects	  of	  stable	  transfection	  with	  snail1	  and	  snail2	  on	  tight	  junctions	  of	  mesothelial	  cells.	  	  For	  TEER	  measurements,	  transfected	  LP-­‐9	  cells	  would	  be	  plated	  on	  Transwell	  polycarbonated	  membrane	  inserts	  with	  a	  pore	  size	  of	  0.4	  μm	  and	  an	  area	  of	  1.1	  cm	  2.	  	  A	  Millicell-­‐ERS	  volt-­‐ohmmeter	  (Millipore)	  would	  be	  used	  to	  determine	  the	  TEER	  value	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol.	  	  Measurement	  of	  TEER	  would	  determine	  whether	  snail1	  or	  snail2	  contribute	  to	  the	  increased	  permeability	  of	  tight	  junctions	  that	  occurs	  during	  EMT.	  	  Immunofluorescence	  microscopy	  could	  be	  used	  to	  detect	  changes	  in	  expression	  of	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Claudin-­‐1	  protein	  in	  control	  and	  transfected	  LP-­‐9	  cells.	  	  An	  antibody	  to	  the	  tight	  junction	  protein	  ZO-­‐1	  could	  also	  be	  used	  to	  assess	  changes	  in	  tight	  junction	  protein	  expression	  in	  transfected	  LP-­‐9	  cells.	  	  qRT-­‐PCR	  could	  then	  	  be	  carried	  out	  to	  identify	  transcriptional	  	  changes	  in	  Claudin-­‐1	  gene	  expression.	  	  
Quantitation	  of	  Changes	  in	  MMP	  Protein	  Expression	  in	  Response	  to	  Uterine	  
Epithelial	  Cells	  Secreted	  Factors	  The	  expression	  of	  MMPs	  is	  transcriptionally	  regulated	  by	  growth	  factors,	  hormones,	  and	  cytokines.	  	  Most	  MMPs,	  except	  MT-­‐MMPs,	  are	  synthesized	  as	  pre-­‐proenzymes	  and	  secreted	  as	  inactive	  zymogens	  into	  the	  extracellular	  matrix,	  where	  subsequent	  activation	  results	  in	  cleavage	  of	  the	  proenzymes	  into	  the	  active	  species.	  	  One	  of	  the	  best	  known	  functions	  of	  EMMPRIN	  is	  induction	  of	  several	  different	  MMPs.	  	  Increased	  production	  of	  MMPs	  in	  turn	  leads	  to	  degradation	  of	  a	  variety	  of	  ECM	  proteins.	  	  Many	  studies	  have	  indicated	  the	  involvement	  of	  MMPs	  in	  remodeling	  of	  endometriosis	  (Salamonsen	  et	  al	  2007,	  Salamonsen	  et	  al	  2000).	  	  The	  MMP-­‐1	  mRNA	  expression	  was	  significantly	  increased	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  EGF,	  IL-­‐1β,	  and	  HES	  CCM,	  however,	  MMP2	  mRNA	  expression	  was	  increased	  significantly	  only	  in	  IL-­‐1β	  treated	  cells	  and	  MMP-­‐3	  mRNA	  expression	  was	  increased	  in	  both	  EGF	  and	  IL-­‐1β	  treated	  cells.	  
We	  found	  no	  significant	  changes	  in	  MMP-­‐1,-­‐2	  or	  -­‐3	  mRNA	  expression	  in	  LP-­‐9	  cells	  treated	  with	  1	  μg/ml	  of	  rhEMMPRIN.	  	  A	  dose	  response	  study	  using	  higher	  concentration	  of	  rhEMMPRIN	  should	  be	  carried	  out	  to	  better	  assess	  changes	  in	  MMP	  mRNA	  expression.	  	  These	  results	  indicate	  that	  matrix	  metalloproteinases	  may	  be	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involved	  in	  degrading	  extracellular	  matrix	  as	  cells	  become	  more	  motile	  and	  migrate	  in	  response	  to	  different	  treatments.	  	  Activation	  of	  MMPs	  may	  play	  a	  critical	  role	  in	  the	  remodeling	  of	  the	  mesothelial	  layer	  in	  establishment	  of	  endometriosis.	  Changes	  in	  MMP-­‐1,	  -­‐2	  and	  -­‐3	  proteins	  in	  the	  conditioned	  medium	  of	  LP-­‐9	  cells	  cannot	  be	  easily	  detected	  by	  immunoblotting	  since	  LP-­‐9	  cells	  grow	  in	  medium	  containing	  15%	  newborn	  calf	  serum.	  	  However,	  Elisa	  assays	  could	  be	  used	  to	  quantitate	  changes	  in	  protein	  expression	  of	  MMP-­‐1	  (DY901,	  R	  &	  D	  Systems),	  MMP-­‐2	  (DMP2F0,	  R	  &	  D	  Systems),	  and	  MMP-­‐3	  (DMP300,	  R	  &	  D	  Systems).	  	  The	  goal	  of	  these	  experiments	  would	  be	  to	  determine	  whether	  EMMPRIN	  plays	  a	  role	  in	  peritoneal	  remodeling	  by	  altering	  MMP	  production.	  	  Assessing	  changes	  in	  MMP	  proteins	  and	  mRNAs	  would	  provide	  pivotal	  information	  regarding	  the	  pathogenesis	  of	  endometriosis.	  
	  
Does	  rhEMMPRIN	  Induce	  EMT	  in	  Mesothelial	  Cells	  by	  Activating	  the	  MAPK,	  NF-­‐
κB	  or	  Both	  Signaling	  Pathways?	  The	  transcription	  factors	  snail1	  and	  snail2	  can	  induce	  EMT	  in	  many	  different	  cell	  lines	  by	  repressing	  E-­‐cadherin	  or	  Claudin-­‐1	  (Cano	  et	  al	  2000,	  Cano	  &	  Portillo	  2010,	  Martinez-­‐Estrada	  et	  al	  2006).	  	  Previous	  studies	  have	  demonstrated	  that	  snail1	  expression	  activates	  a	  complex	  network	  of	  intercellular	  signals,	  including	  integrin-­‐linked	  kinase	  (ILK),	  phosphatidylinositol	  3-­‐kinase	  (PI3-­‐K),	  the	  mitogen	  activated	  protein	  kinases	  (MAPKs)	  glycogen	  synthase	  kinase	  (GSK)-­‐3β,	  and	  the	  transcription	  factor	  NF-­‐κB	  (Decraene	  et	  al	  2005).	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NF-­‐κB	  has	  recently	  been	  shown	  to	  play	  a	  major	  role	  in	  EMT	  induction	  in	  a	  Ras-­‐transformed	  cancer	  cell	  model	  (Huber	  et	  al	  2004a,	  Huber	  et	  al	  2004b).	  The	  nuclear	  factor	  κB	  (NF-­‐κB)/Rel	  transcription	  factors	  are	  present	  in	  the	  cytosol	  in	  an	  inactive	  state,	  complexed	  with	  inhibitory	  IκB	  proteins	  (Huber	  et	  al	  2004a,	  Neumann	  &	  Naumann	  2007).	  	  Activation	  occurs	  via	  phosphorylation	  of	  IκBα	  at	  Ser32	  and	  Ser36,	  resulting	  in	  the	  ubiquitin-­‐mediated	  proteasome-­‐dependent	  degradation	  of	  IκBα	  and	  the	  release	  and	  nuclear	  translocation	  of	  active	  NF-­‐κB	  dimers.	  	  The	  key	  regulatory	  step	  in	  this	  pathway	  involves	  activation	  of	  a	  high	  molecular	  weight	  IkappaB	  kinase	  (IKK)	  complex,	  consisting	  of	  three	  tightly	  associated	  IKK	  subunits.	  	  IKKα	  and	  IKKβ	  serve	  as	  the	  catalytic	  subunits	  of	  the	  kinase	  (Verma	  et	  al	  2004,	  Viatour	  et	  al	  2005,	  Yamamoto	  &	  Gaynor	  2004).	  	  The	  signaling	  pathways	  underlying	  the	  process	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  EMMPRIN	  have	  not	  been	  reported	  and	  the	  possible	  involvement	  of	  the	  NF-­‐kB	  pathway	  is	  unknown.	  	  	  Cytokines	  such	  as	  IL-­‐1	  β,	  and	  TGF-­‐β	  are	  known	  inducers	  of	  several	  signaling	  cascades	  involved	  in	  inflammation	  and	  EMT	  in	  eutopic	  as	  well	  as	  endometriotic	  epithelial	  cells	  (Braundmeier	  &	  Nowak	  2006,	  Denys	  et	  al	  2008,	  Grund	  et	  al	  2008,	  Yung	  et	  al	  1996).	  	  Activation	  of	  NF-­‐κB	  in	  mesothelial	  cells	  treated	  with	  IL-­‐1	  β,	  TGF-­‐β,	  and	  rhEMMPRIN	  could	  be	  assessed	  by	  examining	  the	  activation	  state	  and	  total	  protein	  levels	  of	  key	  proteins	  in	  the	  NF-­‐κB	  pathway	  such	  as	  IKKα,	  IKKβ,	  NF-­‐κB	  p65/RelA	  and	  IκBα	  using	  the	  NF-­‐κB	  Pathway	  Sampler	  Kit	  (9936	  Cell	  Signaling).	  	  A	  polyclonal	  antibody	  against	  p65	  NF-­‐κB	  could	  also	  be	  used	  to	  confirm	  expression	  and	  localization	  of	  NF-­‐κB	  in	  treated	  mesothelial	  cells	  compared	  to	  control	  cells.	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To	  determine	  whether	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  is	  activated	  by	  NF-­‐κB,	  mesothelial	  cells	  couldbe	  infected	  with	  a	  pRV-­‐IRES-­‐CopGreen	  retroviral	  vector	  encoding	  an	  IκBα	  super-­‐repressor	  or	  a	  control	  vector	  (Genetrix,	  Madrid,	  Spain).	  	  The	  IκBα	  super-­‐repressor	  is	  a	  non-­‐degradable	  mutant	  form	  (S32A	  and	  S36A)	  of	  the	  repressor	  IκBα.	  	  Such	  experiments	  would	  determine	  whether	  the	  repressor	  can	  block	  NF-­‐κB	  nuclear	  translocation	  induced	  by	  IL-­‐1	  β,	  TGF-­‐β,	  and	  rhEMMPRIN	  and	  whether	  this	  would	  block	  EMT.	  	  Changes	  in	  expressions	  of	  the	  epithelial	  markers	  CK19	  and	  Claudin-­‐1,	  and	  the	  mesenchymal	  marker	  vimentin	  in	  treated	  cells	  could	  be	  assessed	  by	  immunofluorescence	  microscopy.	  	  Using	  web-­‐based	  bioinformatics	  tools,	  NF-­‐KB	  binding	  motifs	  in	  the	  regulatory	  regions	  of	  CK19,	  Claudin-­‐1	  and	  vimentin	  could	  be	  identified.	  	  Subsequently,	  ChIP	  assays	  could	  be	  used	  to	  monitor	  occupancy	  of	  these	  regulatory	  regions	  by	  NF-­‐KB	  transcription	  factors.	  Different	  kinases,	  including	  MAPK,	  have	  been	  implicated	  in	  the	  regulation	  of	  IκB	  (Neumann	  &	  Naumann	  2007,	  Perkins	  2007).	  	  Recent	  studies	  in	  different	  cellular	  models	  have	  documented	  a	  role	  for	  MAPKs,	  particularly	  ERK1/2	  (upstream	  activator	  of	  ERK),	  in	  the	  establishment	  of	  EMT	  (Zavadil	  &	  Bottinger	  2005).	  	  To	  determine	  the	  role	  of	  EMMPRIN	  in	  ERK1/2	  activation,	  mesothelial	  cells	  could	  be	  pretreated	  with	  MAPK	  kinase	  inhibitors,	  (U0126	  and	  PD98059,	  Cell	  Signaling)	  24	  hours	  prior	  to	  treatment	  (Strippoli	  et	  al	  2008)	  with	  IL-­‐1	  β,	  TGF-­‐β,	  or	  rhEMMPRIN.	  	  Western	  blot	  analysis	  could	  be	  used	  to	  assess	  changes	  in	  expression	  of	  phosphorylated	  ERK1/2	  (4370	  Cell	  Signaling)	  as	  well	  as	  Claudin-­‐1	  in	  control	  and	  treated	  cells.	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Previous	  studies	  have	  demonstrated	  that	  cytokines	  such	  as	  IL-­‐1	  β	  and	  TGF-­‐β	  can	  trigger	  nuclear	  translocation	  of	  NF-­‐κB	  and	  this	  increased	  transcriptional	  activity	  is	  mediated	  by	  activation	  of	  ERK1/2	  (Strippoli	  et	  al	  2008).	  	  To	  determine	  the	  role	  of	  ERK	  signaling	  in	  NF-­‐κB	  mediated	  gene	  expression,	  we	  can	  determine	  the	  effect	  of	  U0126	  and	  PD98059	  (MAPK	  kinase	  inhibitors)	  on	  expression	  of	  cyclooxygenase-­‐2	  (COX-­‐2).	  	  In	  human	  colon	  cancer	  cells	  COX-­‐2	  expression	  was	  coupled	  to	  down-­‐regulation	  of	  E-­‐cadherin	  and	  up-­‐regulation	  of	  snail	  transcription	  factor	  as	  cells	  underwent	  EMT	  (Jang	  et	  al	  2009).	  	  Cyclooxygenase-­‐2	  gene	  expression	  is	  regulated	  by	  NF-­‐κB	  and	  is	  up	  regulated	  during	  cytokine	  induced	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  (Strippoli	  et	  al	  2008).	  Changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  COX-­‐2	  could	  be	  measured	  using	  qRT-­‐PCR	  on	  mesothelial	  cells	  pretreated	  with	  U0126	  prior	  to	  rhEMMPRIN	  treatment.	  	  In	  addition,	  the	  effect	  of	  U0126	  on	  snail1	  and	  snail2	  expression	  can	  be	  identified	  by	  immunoblotting	  analysis.	  	  In	  addition	  to	  MEK	  inhibitors	  we	  can	  also	  use	  NF-­‐κB	  inhibitors	  such	  as	  partheolide	  to	  examine	  the	  role	  of	  NF-­‐κB	  activation	  as	  mesothelial	  cells	  undergo	  EMT.	  	  These	  experiments	  can	  facilitate	  our	  understanding	  of	  effects	  of	  uterine	  epithelial	  cells	  secreted	  factors	  on	  activation	  of	  signaling	  pathways	  during	  the	  EMT	  process.	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Figures	   	  
	  	  
Figure	  5.1:	  	  Induction	  of	  EMT	  in	  mesothelial	  cells	  by	  uterine	  epithelial	  cells	  secreted	  factors.	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CHAPTER	  6	  
MATERIALS	  AND	  METHODS	  
	  
Human	  Mesothelial	  Cell	  Culture	  	   Normal	  primary	  cultures	  of	  human	  mesothelial	  cells	  (LP-­‐9	  cells)	  were	  obtained	  from	  Dr.	  James	  Rheinwald	  at	  the	  Brigham	  and	  Women’s	  Hospital,	  Harvard	  Medical	  School.	  	  These	  cells	  were	  originally	  established	  by	  plating	  an	  ascites	  fluid	  cell	  suspension	  obtained	  from	  a	  26	  year	  old	  patient	  with	  ovarian	  cancer	  (Wu	  et	  al	  1982)	  .	  	  The	  cells	  were	  obtained	  from	  Dr.	  Rheinwald	  at	  passage	  3	  and	  used	  in	  experiments	  at	  passages	  4-­‐5.	  	   The	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  used	  for	  this	  study	  were	  cultured	  in	  a	  1:1	  (vol/vol)	  mixture	  of	  medium	  199	  (M199)	  (Gibco;	  Carlsbad,	  CA)	  and	  medium	  MCDB	  105	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO),	  supplemented	  with	  15%	  newborn	  calf	  serum	  (NCS)	  (Fisher	  Scientific;	  Fair	  lawn,	  NJ),	  0.4	  µg/ml	  hydrocortisone	  (HC)	  (Sigma;	  St.	  Louis	  MO),	  and	  1%	  penicillin/streptomycin	  (Lonza;	  Walkersville,	  MD)	  (see	  appendix).	  	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  by	  plating	  104	  cells	  per	  100	  mm	  dish	  and	  changing	  medium	  three	  times	  a	  week	  until	  the	  cultures	  neared	  confluence.	  	  Culturing	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  at	  low	  density	  in	  medium	  lacking	  EGF	  allowed	  the	  cells	  to	  exhibit	  a	  flat,	  monolayer	  morphology.	  	  The	  medium	  is	  light	  sensitive	  amount	  of	  time	  medium	  is	  outside	  of	  the	  fridge	  should	  be	  minimized.	  	  The	  medium	  is	  stable	  for	  about	  5	  weeks	  at	  4°C.	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Human	  Uterine	  Epithelial	  Cell	  Culture	  (HES)	  	   The	  human	  uterine	  epithelial	  cell	  line	  used	  in	  our	  studies	  (HES)	  was	  supplied	  by	  Dr.	  Doug	  Kniss	  (Ohio	  State	  University,	  Columbus,	  OH)	  and	  is	  a	  spontaneously	  transformed	  cell	  line	  that	  originated	  from	  benign	  proliferating	  endometrium.	  	  HES	  cells	  are	  a	  well	  accepted	  uterine	  epithelial	  cell	  line	  and	  show	  a	  number	  of	  characteristics	  in	  common	  with	  primary	  cultures	  of	  human	  uterine	  epithelial	  cells	  such	  as	  specific	  MUC1	  isoform	  expression	  (Wang	  et	  al	  2008),	  steroid	  regulation	  of	  metalloproteinases	  (Li	  et	  al	  2007),	  and	  interleukin	  11	  induced	  STAT3	  phosphorylation	  (Menkhorst	  et	  al	  2009).	  	  HES	  cells	  were	  cultured	  in	  phenol	  red-­‐free	  Dulbecco	  Modified	  Eagle’s	  Medium	  (DMEM)	  (Cellgro;	  Herndon,	  VA)	  supplemented	  with	  10%	  fetal	  bovine	  serum	  (Atlanta	  Biologicals;	  Norcross,	  GA),	  1%	  penicillin/streptomycin	  (Lonza;	  Walkersville,	  MD),	  and	  3.2	  mM	  L-­‐glutamine	  (Lonza;	  Walkersville,	  MD)	  and	  were	  maintained	  in	  5%	  CO2	  at	  37°C	  (see	  appendix).	  	  Once	  HES	  cells	  reached	  about	  90%	  confluence,	  cells	  were	  washed	  twice	  with	  PBS,	  cultured	  in	  serum	  free	  medium	  for	  24	  hours,	  and	  then	  incubated	  in	  fresh	  serum	  free	  medium	  for	  a	  further	  24	  hours	  (total	  of	  48	  hours	  in	  serum	  free	  medium).	  	  Conditioned	  medium	  (CM)	  from	  HES	  cells	  was	  then	  collected	  and	  centrifuged	  at	  1000xg	  for	  10	  minutes	  to	  remove	  any	  cell	  debris,	  and	  then	  concentrated	  using	  Amicon	  Ultra	  10,000	  molecular	  cut-­‐off	  (MWCO)	  concentrator	  tubes	  at	  4000xg	  for	  30	  minutes.	  	  The	  50-­‐fold	  concentrated	  HES	  cell	  conditioned	  medium	  (HES	  CCM)	  was	  then	  diluted	  with	  the	  LP-­‐9	  cell	  standard	  medium	  for	  treatment	  of	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	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Inducing	  Epithelial-­‐to-­‐Mesenchymal	  Transition	  (EMT)	  in	  Mesothelial	  Cells	  
	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  standard	  medium	  until	  the	  cultures	  displayed	  a	  monolayer	  epithelial-­‐like	  morphology	  as	  they	  neared	  confluence.	  	  Once	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  reached	  about	  70-­‐80%	  confluence,	  their	  standard	  medium	  was	  supplemented	  with	  various	  factors	  for	  up	  to	  72	  hours,	  allowing	  cells	  to	  acquire	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  	  Once	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  reached	  70-­‐80%	  confluence,	  the	  standard	  medium	  was	  supplemented	  with	  either	  10	  ng/ml	  EGF	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  2	  or	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  2	  or	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  2%	  concentrated	  conditioned	  medium	  from	  uterine	  epithelial	  cells,	  1	  or	  10	  µg/ml	  EMMPRIN,	  or	  30	  pg/ml	  LPS	  (amount	  of	  LPS	  contained	  in	  1	  µg/ml	  EMMPRIN)	  to	  examine	  the	  effect	  of	  these	  factors	  on	  EMT	  in	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells.	  	  Cultures	  received	  fresh	  treatment	  medium	  every	  24	  hours	  for	  up	  to	  72	  hours	  and	  were	  maintained	  in	  5%	  CO2	  at	  37	  °C.	  	  Cultured	  mesothelial	  cells	  were	  viewed	  and	  imaged	  at	  0,	  6,	  12,	  18,	  24,	  48,	  and	  72	  hours	  using	  an	  Olympus	  Magnafire	  microscope	  equipped	  with	  an	  Olympus	  America	  camera	  to	  document	  any	  morphological	  changes	  in	  the	  treated	  cells.	  	  Immunoblotting	  was	  used	  to	  assess	  any	  change	  in	  EMT	  markers	  such	  as	  transcription	  factors	  twist	  and	  snail,	  as	  well	  as	  the	  intermediate	  filament	  vimentin	  and	  cytokeratin	  19.	  	  qRT-­‐PCR	  was	  also	  performed	  to	  assess	  any	  changes	  in	  mRNA	  expression	  of	  the	  transcription	  factors	  twist	  and	  snail.	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Inducing	  Mesenchymal-­‐to	  Epithelial	  Transition	  (MET)	  in	  Mesothelial	  Cells	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  standard	  medium	  until	  the	  cultures	  displayed	  a	  monolayer	  epithelial-­‐like	  morphology	  as	  they	  neared	  confluence.	  Once	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  reached	  70-­‐80%	  confluence	  the	  standard	  medium	  was	  supplemented	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  for	  72	  hours	  allowing	  cells	  to	  undergo	  EMT	  and	  to	  acquire	  a	  fibroblast-­‐like	  morphology.	  	  Cells	  were	  then	  washed	  twice	  with	  medium	  lacking	  EGF,	  cultured	  in	  standard	  medium	  (lacking	  EGF)	  for	  48	  hours,	  and	  imaged	  every	  24	  hours	  to	  record	  any	  changes	  toward	  a	  more	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  As	  positive	  controls,	  a	  subset	  of	  cultured	  cells	  were	  maintained	  in	  medium	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  for	  up	  to	  96	  hours.	  
	  
Periplasmic	  Expression	  and	  Purification	  of	  rhEMMPRIN	  Recombinant	  human	  EMMPRIN	  (rhEMMPRIN)	  was	  generated	  and	  purified	  as	  described	  previously	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  Briefly,	  the	  extracellular	  domain	  of	  human	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  was	  expressed	  in	  BL21-­‐RP	  E.coli	  in	  the	  pASK-­‐IBA44	  vector	  (IBA	  GmBH,	  Gottingen,	  Germany).	  	  Protein	  was	  isolated	  from	  the	  periplasm	  of	  transformed	  bacteria	  in	  an	  osmotic	  shock	  lysate.	  The	  periplasm	  is	  an	  oxidizing	  environment	  that	  allows	  the	  three	  dimensional	  folding	  of	  proteins	  to	  be	  maintained.	  	  This	  rhEMMPRIN	  is	  therefore	  not	  glycosylated,	  but	  since	  the	  three-­‐dimensional	  native	  structure	  is	  maintained,	  the	  protein	  is	  capable	  of	  forming	  dimers	  and	  is	  biologically	  active	  (Belton	  et	  al	  2008).	  	  rhEMMPRIN	  was	  purified	  by	  immobilized	  metal	  affinity	  chromatography	  as	  described	  previously	  (Chen	  et	  al	  2007).	  	  Endotoxin	  levels	  in	  the	  rhEMMPRIN	  protein	  preparation	  were	  measured	  using	  the	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limulus	  amoebocyte	  lysate	  assay	  at	  Cambrex	  Bio	  Sciences	  Walkersville,	  Inc.	  (Walkersville,	  MD).	  	  The	  rhEMMPRIN	  used	  for	  this	  study	  contained	  0.67	  endotoxin	  units	  per	  microgram	  of	  protein.	  	  Equivalent	  amounts	  of	  endotoxin	  in	  the	  form	  of	  LPS	  were	  added	  to	  cultured	  mesothelial	  cells	  as	  a	  control	  to	  differentiate	  the	  effects	  of	  endotoxin	  from	  rhEMMPRIN.	  (Please	  see	  appendix	  for	  detailed	  protocol)	  	  
Cell	  Counting	  Assay	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  standard	  medium	  until	  the	  cultures	  neared	  confluence	  and	  displayed	  a	  monolayer	  epithelial-­‐like	  morphology.	  	  Once	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  reached	  approximately	  70-­‐80%	  confluence	  the	  standard	  medium	  was	  supplemented	  with	  10	  ng/ml	  of	  EGF	  for	  6	  and	  48	  hours.	  	  Cultured	  mesothelial	  cells	  were	  viewed	  and	  imaged	  using	  an	  Olympus	  Magnafire	  microscope	  equipped	  with	  an	  Olympus	  America	  camera	  to	  document	  any	  morphological	  changes	  in	  the	  treated	  cells.	  Cultured	  cells	  were	  then	  dissociated	  using	  0.05%	  Trypsin	  in	  0.53	  mM	  EDTA	  (Invitrogen;	  San	  Francisco,	  CA)	  and	  counted	  using	  a	  hemocytometer	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO).	  (Please	  see	  appendix	  for	  detailed	  protocol).	  
	  
RNA	  Isolation	  Using	  TriZolTM	  Reagent	  Total	  RNA	  was	  isolated	  from	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  that	  had	  received	  various	  treatments	  using	  TriZolTM	  reagent	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  (Invitrogen;	  San	  Francisco,	  CA).	  	  TriZolTM	  reagent	  contains	  phenol,	  which	  is	  highly	  caustic,	  so	  one	  must	  take	  appropriate	  precautions	  when	  handling	  it.	  	  All	  RNAs	  prepared	  in	  this	  work	  were	  purified	  using	  the	  following	  procedure.	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1-­‐	  Keep	  all	  reagents	  and	  samples	  on	  ice	  during	  RNA	  isolation,	  unless	  stated	  otherwise.	  	  	  
Notes:	  Turn	  on	  the	  centrifuge	  and	  set	  the	  temperature	  to	  4°C	  before	  starting	  the	  procedure.	  	  If	  microcentrifuge	  does	  not	  have	  temperature	  setting,	  then	  use	  the	  cold	  room	  to	  do	  the	  procedure.	  -­‐	  Place	  isopropyl	  alcohol	  and	  75%	  EtOH	  in	  -­‐20°C	  before	  starting	  the	  procedure	  to	  cool	  down.	  2-­‐	  Thaw	  the	  TriZol	  collection	  at	  room	  temperature	  (5	  min).	  3-­‐	  In	  the	  hood,	  add	  200	  μl	  of	  pure	  chloroform	  per	  1	  ml	  of	  TriZol	  volume.	  
Note:	  	  Pour	  small	  amount	  of	  chloroform	  in	  a	  glass	  beaker,	  use	  as	  much	  you	  require,	  and	  then	  leave	  the	  un-­‐used	  chloroform	  in	  the	  hood	  to	  evaporate.	  	  Do	  not	  use	  plastic	  beaker	  or	  pipette.	  	  Chloroform	  dissolves	  plastic.	  4-­‐	  Cap	  tubes	  tightly	  and	  shake	  vigorously	  by	  hand	  for	  at	  least	  15	  sec	  and	  allow	  to	  stand	  for	  3	  min	  at	  room	  temperature.	  5-­‐	  Spin	  tubes	  at	  12000	  X	  g	  for	  15	  min	  in	  microcentrifuge	  set	  at	  4°C.	  
Note:	  After	  centrifugation	  the	  mixture	  separates	  into	  lower	  (phenol-­‐chloroform),	  an	  interphase,	  and	  a	  colorless	  aqueous	  phase.	  	  RNA	  is	  only	  in	  the	  top	  aqueous	  phase.	  6-­‐	  Transfer	  the	  aqueous	  phase	  into	  fresh	  1.5	  ml	  tube.	  7-­‐	  Precipitate	  RNA	  by	  adding	  0.5	  ml	  ice-­‐cold	  isopropyl	  alcohol	  per	  1	  ml	  of	  original	  TriZol	  volume	  from	  step	  2.	  8-­‐	  Invert	  tubes	  a	  few	  times	  to	  mix,	  allow	  to	  stand	  at	  room	  temperature	  for	  10	  min	  9-­‐	  Spin	  tubes	  at	  12000	  X	  g	  for	  10	  min	  in	  microcentrifuge	  set	  at	  4°C.	  	  10-­‐	  The	  translucent	  RNA	  pellet	  may	  be	  visible	  on	  the	  side	  and	  bottom	  of	  the	  tubes.	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11-­‐	  Remove	  supernatant	  and	  wash	  the	  RNA	  pallets	  with	  75%	  ice-­‐cold	  EtOH.	  	  Use	  the	  same	  volume	  as	  original	  TriZol	  volume	  from	  step	  2	  (1ml	  of	  EtOH	  per	  1	  ml	  of	  Trizol).	  
Note:	  if	  there	  are	  multiple	  tubes	  of	  the	  same	  sample,	  you	  can	  transfer	  EtOH	  from	  the	  first	  vial	  to	  next	  vial	  to	  help	  concentrate	  the	  RNA.	  	  Also	  use	  DEPC	  water	  to	  make	  the	  75%	  EtOH.	  12-­‐	  Vortex	  the	  mixture,	  spin	  tubes	  at	  7,500	  X	  g	  for	  5	  min	  in	  microcentrifuge	  set	  at	  4°C.	  13-­‐	  Discard	  the	  supernatant,	  air-­‐dry	  the	  pellets	  for	  5-­‐10	  min	  at	  room	  temperature.	  
Note:	  over	  drying	  the	  pellet	  will	  impede	  re-­‐suspension,	  so	  check	  it	  periodically.	  14-­‐Resuspend	  the	  RNA	  pellet	  in	  desired	  volume	  of	  DEPC	  water,	  incubate	  for	  10	  min	  in	  55°C	  heat	  block	  to	  help	  re-­‐suspension	  15-­‐	  RNA	  may	  now	  be	  quantitated	  using	  a	  nanodrop.	  Long	  storage	  should	  be	  at	  -­‐80°C,	  if	  RNA	  is	  to	  be	  used	  within	  several	  weeks,	  storage	  at	  -­‐20°C	  is	  acceptable.	  
	  
SuperScriptTM	  III	  First-­‐Strand	  Synthesis	  System	  for	  RT-­‐PCR	  
	   Poly	  (A)+	  and	  total	  RNA	  can	  be	  used	  with	  the	  SuperScript	  III	  system	  (Invitrogen;	  San	  Francisco,	  CA),	  to	  synthesis	  the	  first-­‐strand	  cDNA.	  	  This	  system	  is	  optimized	  to	  detect	  RNA	  targets	  from	  100	  bp	  to	  >12	  kb.	  	  The	  RNA	  used	  for	  the	  cDNA	  synthesis	  can	  vary	  from	  1	  pg	  to	  5	  μg.	  	  The	  SuperScriptTM	  reverse	  transcriptase	  has	  a	  minimum	  RNase	  H	  activity	  and	  provide	  increase	  thermal	  stability.	  Two	  μg	  of	  total	  RNA	  was	  isolated	  (as	  described	  above)	  from	  LP-­‐9	  and	  CCL-­‐2	  cells	  and	  used	  to	  produce	  first-­‐strand	  cDNA	  for	  subsequent	  PCR	  amplification	  using	  the	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following	  procedure.	  A	  thermocycler	  program	  may	  be	  used	  to	  control	  the	  multiple	  temperature	  changes	  precisely.	  Thermocycler	  set	  up:	  Program	  1	   65°C	   5	  min	  Program	  2	   4°C	  forever	  	  
Note:	  once	  chilled,	  add	  the	  rest	  of	  the	  necessary	  reagents	  and	  proceed,	  or	  can	  pause	  the	  thermocycler	  and	  place	  reaction	  mix	  on	  ice	  for	  at	  least	  1	  min	  Program	  3	   25°C	   5	  min	  Program	  4	   55°C	   60	  min	  Program	  5	   70°C	   15	  min	  (this	  will	  inactivate	  the	  RT)	  1-­‐	  Mix	  and	  briefly	  centrifuge	  each	  component	  before	  use	  2-­‐	  In	  a	  nuclease	  free	  PCR	  tube	  combine	  the	  following	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Random	  primers	  3	  μg/	  μl	   	   	   1.0	  μl	  	   	   	   50.0	  ng/μl	  Total	  RNA	   	   	   	   	   2.0	  μg	  Standard	  dNTP	  Mix	  (10	  mM)	   	   1.0	  μl	   	   	   0.5mM	  Bring	  the	  volume	  up	  to	  12	  μl	  with	  DEPC	  water	  3-­‐	  Heat	  tube	  for	  5	  min	  at	  65°C.	  	  Cool	  down	  the	  reaction	  on	  ice	  or	  at	  4°C	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4-­‐	  Add	  the	  following	  reagents:	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  5X	  First-­‐Strand	  buffer	  (supplied	  with	  RT)	   4.0	  μl	  0.1	  M	  DTT	  (supplied	  with	  RT)	   	   1.0	  μl	   	   	   5	  mM	  SuperScript	  III	   	   	   	   2.0	  μl	  RNaseOUT	   	   	   	   	   1.0	  μl	  
Note:	  Instead	  of	  RNaseOUT	  any	  other	  recombinant	  ribonuclease	  inhibitor	  can	  also	  be	  used.	  	  Adding	  the	  inhibitor	  can	  improve	  first-­‐strand	  yield	  dramatically.	  5-­‐	  Vortex	  the	  mixture	  well,	  briefly	  centrifuge	  each	  tube	  and	  run	  the	  thermocycler	  starting	  from	  program	  3;	  25°C,	  5	  min;	  55°C,	  60	  min;	  70°C,	  15	  min	  6-­‐	  First-­‐strand	  cDNA	  may	  be	  stored	  in	  the	  -­‐20°C	  freezer	  for	  up	  to	  a	  year,	  but	  it	  is	  not	  as	  stable	  as	  double-­‐stranded	  DNA.	  	  
PrimSTARTM	  HS	  DNA	  Polymerase	  PrimeSTARTM	  HS	  DNA	  Polymerase	  is	  a	  unique	  high	  fidelity	  DNA	  polymerase	  with	  high	  amplification	  efficiency	  for	  PCR	  amplification	  of	  DNA	  due	  to	  a	  robust	  3’	  to	  5’	  exonuclease	  activity.	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For	  PCR	  amplification	  of	  EMMPRIN	  isoform-­‐2	  gene	  using	  the	  first-­‐strand	  reaction	  combine	  the	  following	  mixture:	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Sterilized	  dH2O	   	   	   	   32.5	  μl	  5X	  PCR	  buffer	  	   	   	   	   10.0	  μl	  dNTP	  mix	  (2.5	  mM)	   	   	   	   	  	  4.0	  μl	  	   	   0.2	  mM	  Primer	  e	  (10	  μM)	   	   	   	   	  	  1.0	  μl	  	   	   0.2	  μM	  Primer	  g	  (10	  μM)	   	   	   	   	  	  1.0	  μl	  	   	   0.2	  μM	  PrimeSTAR	  Polymerase	   	   	   	  	  0.5	  μl	  First-­‐strand	  cDNA	   	   	   	   	  	  1.0	  μl	  Total	  reaction	  mix	   	   	   	   50.0	  μl	  For	  PCR	  amplification	  of	  EMMPRIN	  isoforms-­‐3	  and	  -­‐4	  genes	  using	  the	  first-­‐strand	  reaction	  combine	  the	  following	  mixture:	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Sterilized	  dH2O	   	   	   	   32.5	  μl	  5X	  PCR	  buffer	  	   	   	   	   10.0	  μl	  dNTP	  mix	  (2.5	  mM)	   	   	   	   4.0	  	  	  μl	  	   	   0.2	  mM	  Primer	  a	  (10	  μM)	   	   	   	   1.0	  	  	  μl	  	   	   0.2	  μM	  Primer	  g	  (10	  μM)	   	   	   	   1.0	  	  	  μl	  	   	   0.2	  μM	  PrimeSTAR	  Polymerase	   	   	   0.5	  	  	  μl	  First-­‐strand	  cDNA	   	   	   	   1.0	  	  	  μl	  Total	  reaction	  mix	   	   	   	   50.0	  μl	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Thermocycler	  set	  up:	  Program	  1	   98°C	   10	  sec	  Program	  2	   52°C	   5	  sec	  Program	  3	   72°C	   30	  sec	  Program	  4	   30	  cycle	  repeat	  Program	  5	   4°C	   forever	  	  Oligonucleotide	  primers	  used	  in	  this	  study	  	  (courtesy	  of	  Dr.	  Robert	  Belton:(Belton	  et	  al	  2008))	  Primer	  a	   5’-­‐CGGCTTAGTCTGCGGTCC-­‐3’	  Primer	  e	   5’-­‐GCGGTTGGAGGTTGTAGGAC-­‐3’	  Primer	  g	   5’-­‐GGGAGGAAGACGCAGGAGTA-­‐3’	  	  
cDNA	  Synthesis	  using	  iScriptTM	  cDNA	  Synthesis	  Kit	  	   1	  μg	  of	  total	  RNA	  was	  used	  for	  cDNA	  amplification	  for	  all	  qRT-­‐PCRs	  in	  this	  work,	  using	  iScriptTM	  cDNA	  Synthesis	  Kit.	  	  The	  maximum	  amount	  of	  the	  cDNA	  reaction	  that	  is	  recommended	  for	  downstream	  PCR	  is	  one	  tenth	  of	  the	  reaction	  volume.	  	  If	  more	  than	  1	  μg	  of	  total	  RNA	  is	  used	  then	  the	  reaction	  should	  be	  scaled	  up	  to	  40	  μl	  for	  2	  μg,	  100	  μl	  for	  5	  μg	  to	  ensure	  optimum	  synthesis	  efficiency.	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1-­‐	  In	  a	  nuclease	  free	  PCR	  tube	  combine	  the	  following	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  5X	  iScript	  reaction	  mix	   	   	   4.0	  μl	  iScript	  reverse	  transcriptase	   	   1.0	  μl	  2-­‐	  Add	  1	  μg	  of	  RNA	  template	  3-­‐	  Adjust	  the	  volume	  to	  20	  μl	  using	  nuclease	  free	  water	  (or	  DEPC	  H2O)	  4-­‐	  Vortex	  the	  mixture	  well,	  briefly	  centrifuge	  each	  tube	  5-­‐	  Incubate	  complete	  reaction	  mix	  in	  a	  thermocycler	  set	  up	  as	  follow:	  Thermocycler	  set	  up:	  Program	  1	   25°C	   5	  min	  Program	  2	   42°C	   30	  min	  Program	  3	   85°C	   5	  min	  Program	  4	   4°C	   forever	  
	  
Quantitative	  Real	  Time	  PCR	  	   Total	  RNA	  was	  isolated	  from	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  that	  had	  received	  various	  treatments	  using	  TriZolTM	  reagent	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  (Invitrogen;	  San	  Francisco,	  CA).	  	  Total	  RNA	  (1	  µg)	  was	  diluted	  in	  20	  µl	  of	  standard	  reverse	  transcriptase	  polymerase	  chain	  reaction	  (RT-­‐PCR)	  mix	  using	  the	  iScriptTM	  synthesis	  kit	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  (Bio	  Rad,	  Hercules,	  CA).	  	  This	  cDNA	  was	  then	  analyzed	  by	  real	  time	  PCR	  using	  TaqMan®	  Universal	  PCR	  Master	  Mix.	  	  The	  transcription	  factors	  Snail	  (ABI,	  Cat.	  Hs00950344-­‐m1)	  and	  Twist	  (	  ABI,	  Cat.	  Hs500382379-­‐m1),	  as	  well	  as	  EMMPRIN	  (ABI,	  Cat.	  Hs00174305-­‐m1),	  MMP-­‐1	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(ABI,	  Cat.	  HS00233958-­‐m1),	  MMP-­‐2	  (ABI,	  Cat.	  HS00234422-­‐m1),	  MMP-­‐3	  (ABI,	  Cat.	  HS00233962-­‐m1),	  vimentin	  (ABI,	  Cat.	  Hs00958116-­‐m1),	  18S(ABI,	  Cat.	  HS99999901-­‐S1),	  and	  cytokeratin	  19	  (F:	  5´-­‐GTCTTGAGATTGAGCTGCAGTCA-­‐3´	  ,	  R:	  5´-­‐TTTCTGCCAGTGTGTCTTCCAA-­‐3´	  ,	  FAM:	  5´-­‐CTGAGCATGAAAGCTG-­‐3´)	  were	  amplified	  using	  the	  20x	  Assays-­‐on-­‐DemandTM	  gene	  expression	  assay	  (n=3).	  	  Real	  time	  PCR	  amplification	  and	  detection	  were	  performed	  in	  MicroAmp	  optical	  384-­‐well	  reaction	  plates	  using	  the	  ABI	  7900	  sequence	  detection	  system	  (ABI;	  Branchburg,	  NJ).	  	  Relative	  fold	  differences	  between	  the	  tested	  genes	  were	  obtained	  by	  the	  standard	  curve	  method	  and	  normalized	  to	  the	  no	  EGF	  control	  treatment.	  	  Error	  bars	  represent	  standard	  errors.	  	  (Please	  see	  appendix	  for	  more	  detailed	  protocol)	  	  
Collection	  of	  Cell	  Lysate	  	  Total	  cell	  lysate	  from	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  that	  had	  received	  various	  treatments	  for	  6,	  12,	  18,	  24,	  48	  and	  72	  hours	  were	  harvested	  by	  scraping	  cells	  into	  hot	  (95	  °C)	  1x	  Laemmli	  Sample	  Buffer	  (LSB)	  (10%	  glycerol,	  62.5	  mM	  Tris	  pH	  6.8,	  and	  2%	  Sodium	  Dodecyl	  Sulfate	  (SDS)	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ).	  	  Harvested	  cell	  lysate	  were	  then	  collected	  in	  eppendorf	  tubes,	  sonicated	  for	  10	  seconds,	  and	  then	  spun	  at	  14,000xg	  for	  10	  min	  at	  4	  °C	  to	  remove	  nuclear	  and	  cell	  debris.	  	  The	  supernatant	  was	  then	  transferred	  to	  fresh	  eppendorf	  tubes	  and	  protein	  concentrations	  were	  determined	  using	  the	  BCA	  method	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ).	  	   	  
 184 
Immunoblot	  Analysis	  	   Lysates	  collected	  from	  treated	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  analyzed	  by	  immunoblotting.	  	  Ten	  micrograms	  of	  cell	  lysate	  sample	  were	  loaded	  onto	  a	  10%	  SDS-­‐PAGE	  gel	  using	  4X	  LSB	  with	  dye	  (40%	  glycerol,	  200mM	  Tris	  pH	  6.8,	  8%	  SDS,	  400	  mM	  dithiothreitol	  (DTT)	  (Rosche)	  and	  0.1%	  bromophenol	  blue	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO)).	  	  SDS-­‐PAGE	  gels	  were	  then	  transferred	  to	  nitrocellulose	  membranes,	  blocked	  in	  TBST	  (20	  mM	  Tris,	  pH	  8,	  150	  mM	  NaCl,	  0.1%	  Tween	  20)	  containing	  5%	  nonfat	  dry	  milk	  for	  90	  minutes	  at	  room	  temperature,	  and	  then	  incubated	  with	  primary	  antibodies	  at	  4°C	  overnight.	  	   Equal	  loading	  was	  assessed	  using	  a	  1:2000	  dilution	  of	  monoclonal	  anti-­‐human	  GAPDH	  antibody	  (IMGENEX;	  San	  Diego,	  CA).	  	  The	  HRP	  conjugated	  secondary	  antibodies	  were	  used	  at	  dilutions	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  for	  1	  hour	  at	  room	  temperature.	  	  Blots	  were	  washed	  and	  bands	  visualized	  using	  the	  Pierce	  Pico	  Chemiluminescence	  reagent	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ).	  (Please	  see	  appendix	  for	  more	  detailed	  protocol,	  list	  of	  antibodies	  and	  their	  dilutions).	  	  
Microvesicle	  Collection	  	  	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  to	  confluence	  and	  treated	  with	  different	  reagents	  (described	  above)	  for	  36	  hours.	  	  Conditioned	  medium	  from	  treated	  cells	  were	  collected	  into	  50	  ml	  conical	  tubes,	  spun	  at	  1500	  X	  g	  for	  10	  min	  to	  remove	  any	  cellular	  debris.	  	  CM	  was	  transferred	  into	  fresh	  conical	  tubes	  and	  spun	  at	  1500	  X	  g	  for	  an	  additional	  15	  min	  to	  remove	  any	  cellular	  debris	  left.	  	  Eighteen	  ml	  of	  each	  CM	  were	  transferred	  into	  a	  Beckman	  tube,	  which	  was	  centrifuged	  at	  40,000	  rpm	  for	  1	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hour	  at	  4°C.	  	  The	  supernatant	  was	  transferred	  into	  fresh	  conical	  tubes,	  aliquoted	  and	  stored	  at	  -­‐20°C,	  while	  microvesicle	  pellets	  were	  re-­‐suspended	  in	  300-­‐500	  μl	  1X	  LSB,	  aliquoted	  and	  stored	  at	  -­‐20°C.	  	  Immunoblotting	  was	  used	  to	  assess	  the	  presence	  and	  change	  in	  EMMPRIN	  microvesicles	  shedding	  in	  response	  to	  different	  treatment	  in	  both	  supernatants	  and	  the	  pellets.	  	  
Scratch	  Assay	  	  	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  6	  well	  plates	  in	  medium	  without	  EGF	  until	  the	  cultures	  displayed	  a	  monolayer	  epithelial-­‐like	  morphology	  as	  they	  neared	  confluence.	  	  Once	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  reached	  about	  70-­‐80%	  confluence	  cells	  were	  scratched	  using	  10	  μl	  pipette	  tip	  to	  produce	  a	  wound	  (an	  area	  denuded	  of	  cells)	  in	  the	  center	  of	  confluent	  culture.	  	  Cell	  cultured	  were	  washed	  twice	  with	  medium	  without	  EGF	  to	  remove	  floating	  cells	  and	  then	  supplemented	  with	  10	  ng/ml	  EGF	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  10	  ng/ml	  TGF-­‐β1	  (R&D	  Systems;	  Minneapolis,	  MN),	  2%	  concentrated	  conditioned	  medium	  from	  uterine	  epithelial	  cells,	  1	  µg/ml	  EMMPRIN,	  or	  30	  pg/ml	  LPS	  (amount	  of	  LPS	  contained	  in	  1	  µg/ml	  EMMPRIN)	  for	  up	  to	  25	  hours	  to	  examine	  the	  effect	  of	  these	  factors	  on	  migration	  rate.	  	  Cells	  were	  imaged	  every	  3-­‐5	  hours	  using	  an	  Olympus	  Magnafire	  microscope	  equipped	  with	  an	  Olympus	  America	  camera	  to	  document	  change	  in	  the	  rate	  of	  cell	  migration	  into	  the	  wound	  area	  due	  to	  different	  treatments.	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For	  analysis,	  images	  were	  uploaded	  to	  Wimasis	  Image	  Analysis	  at	  Ibidi,	  LLC.	  	  The	  percent	  of	  average	  scratch	  area	  as	  well	  as	  cell-­‐covered	  area	  are	  measured	  for	  each	  image	  so	  that	  the	  effects	  of	  different	  treatments	  on	  the	  rate	  of	  cell	  migration	  into	  the	  wound	  area	  can	  be	  compared.	  
Notes:	  Megan	  Nocholson	  from	  ibidi	  LLC	  is	  the	  distributor	  for	  the	  US	  and	  her	  contact	  information	  is	  listed	  below:	  Megan	  Nocholson,	  ibidi,	  LLC	  North	  American	  ibidi	  Headquarters	  419	  Venture	  Court	  Verona,	  WI	  53593	  (800)	  372-­‐6102	  info.usa@ibidi.com,	  www.ibidiusa.com	  
	  
Immunocytochemistry	  
	   LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  μ-­‐Dish	  35mm,	  high	  (Ibidi,	  Munchen,	  Germany)	  using	  700-­‐800	  cells	  in	  400-­‐800	  μl	  of	  medium	  without	  EGF	  per	  chamber	  and	  allowed	  to	  reach	  confluence	  and	  exhibit	  epithelial	  morphology.	  	  Cells	  were	  then	  scratched	  using	  a	  10	  μl	  pipette	  tip,	  washed	  twice	  with	  medium	  without	  EGF,	  and	  then	  treated	  with	  no	  EGF,	  10	  ng/ml	  EGF,	  and	  10	  ng/ml	  IL-­‐1β	  for	  9	  hours.	  	  Conditioned	  medium	  was	  removed	  and	  immunocytochemistry	  was	  performed	  using	  VECTASTAIN®	  Elite	  ABC	  KIT	  (VECTOR	  Laboratories,	  Burlingame,	  CA)	  following	  manufacturer’s	  protocol.	  1-­‐	  2	  X	  PBS	  wash	  (800	  μl/plate)	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2-­‐	  Add	  4%	  freshly	  made	  paraformaldehyde	  and	  incubated	  for	  30	  min	  at	  room	  temperature	  3-­‐	  3X	  5	  min	  PBS	  wash	  (800	  μl/plate)	  
Notes:	  samples	  can	  be	  store	  cells	  in	  PBS	  at	  4°C	  until	  ready	  to	  proceed	  (seal	  plates	  with	  parafilm	  to	  avoid	  dehydration).	  One	  drop	  is	  approximately	  50	  μl	  4-­‐	  Remove	  PBS,	  add	  0.25%	  TritonX-­‐100/PBS	  (800	  μl/plate)	  for	  10	  min	  (to	  permeabalize	  the	  membrane)	  5-­‐	  3X	  5	  min	  PBS	  wash	  (800	  μl/plate)	  6-­‐	  Block	  samples	  in	  2%	  serum	  for	  20	  min	  (ABC	  Kit)	  	   6	  drops	  of	  serum	  in	  15	  ml	  PBS	  7-­‐	  Make	  1%	  serum	  for	  primary	  and	  secondary	  antibody	  dilution	  by	  adding	  equal	  volume	  of	  PBS	  to	  the	  remaining	  2%	  serum	  (eg:	  9	  ml	  2%	  serum	  and	  9	  ml	  of	  PBS)	  8-­‐	  Add	  500	  μl	  of	  1°	  antibody,	  incubate	  at	  4°C	  overnight	  or	  room	  temperature	  for	  1	  hour	  (	  I	  used	  overnight	  incubation)	  	   Mouse	  anti	  vimentin:	  10	  μg/ml	  	   Mouse	  anti	  CK19:	  10	  μg/ml	  	   Mouse	  anti	  N-­‐Cadherin:	  5	  μg/ml	  
	   Rabbit	  anti	  E-­‐cadherin:	  5	  μg/ml	  	   MIgG:	  (1:25)	  	   Rabbit	  IgG:	  (1:500)	  9-­‐	  3X	  5	  min	  PBS	  wash	  10-­‐	  Incubate	  samples	  with	  biotinylated	  2°	  antibody	  at	  room	  temperature	  for	  30	  min	  to	  1	  hour	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11-­‐	  3X	  5	  min	  PBS	  wash	  12	  -­‐Amplify	  the	  signal	  by	  adding	  ABC	  Reagent,	  incubate	  at	  room	  temperature	  for	  15	  min	  protecting	  the	  samples	  from	  light	  (in	  a	  drawer)	  	  	   10	  ml	  PBS,	  2	  drops	  A,	  and	  2	  drops	  B	  13-­‐	  3X	  5	  min	  PBS	  wash	  14-­‐	  Incubate	  in	  DAB	  (3’,3’-­‐Diaminobenzidine)	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO)	  for	  30	  sec	  (watch	  under	  microscope	  for	  color	  change)	  	   -­‐6	  drops	  of	  small	  bottle	  B,	  and	  6	  ml	  of	  bottle	  A	  15-­‐	  Stop	  DAB	  reaction	  in	  tap	  water	  for	  2	  min	  16-­‐	  Counter	  stain	  in	  hematoxylin	  for	  30-­‐60	  sec	  17-­‐	  2X	  tap	  water	  wash	  18-­‐	  Add	  ~	  800	  μl	  prolong	  gold	  to	  cover	  the	  plate	  
Note:	  warm	  up	  the	  prolong	  gold	  at	  room	  temperature,	  and	  avoid	  making	  bobbles	  19-­‐	  Keep	  plates	  uncovered	  overnight	  in	  a	  drawer	  for	  prolong	  gold	  to	  set	  20-­‐	  Store	  plates	  at	  4°C,	  away	  from	  light	  	  
Immunofluorescence	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  cultured	  in	  Lab-­‐TeKTM	  Chamber	  SlideTM	  System,	  2	  well	  chamber	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ)	  using	  3000	  cells	  in	  2.5	  ml	  of	  medium	  without	  EGF	  per	  chamber	  and	  allowed	  to	  reach	  confluence	  and	  exhibit	  epithelial	  morphology.	  	  Cells	  were	  then	  scratched	  using	  a	  10	  μl	  pipette	  tip,	  washed	  twice	  with	  medium	  without	  EGF,	  and	  then	  treated	  as	  described	  previously	  for	  20	  hours.	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Conditioned	  medium	  was	  removed	  and	  immunofluorescence	  was	  detected	  as	  follow:	  
	  
Materials	  Needed	  a)	  2	  well	  chamber	  slides:	  Lab-­‐TeKTM	  Chamber	  SlideTM	  System	  (Fisher	  Scientific,	  	   Fair	  lawn,	  NJ)	  b)	  4%	  Paraformaldehyde	  (EMS,	  Hatfield,	  PA)	  c)	  0.1%	  Triton	  X-­‐100:	  made	  from	  a	  stock	  of	  5%	  in	  PBS	  d)	  Ultra-­‐cold	  HPLC	  Grade	  Methanol:	  store	  at	  	  -­‐20°C	  in	  a	  closed	  brown	  glass	  vial	  e)	  Blocking	  agent:	  Image-­‐IT	  FX	  signal	  enhancer	  (Invitrogen;	  San	  Francisco,	  CA)	  f)	  Primary	  antibody	  
Note:	  for	  less	  background	  add	  1ml	  of	  PBS	  and	  1	  drop	  of	  Image-­‐IT	  FX	  signal	  enhancer	  to	  the	  antibody,	  spin	  at	  12,000	  rpm	  for	  5	  min	  and	  use	  the	  supernatant.	  	  For	  this	  study	  I	  used	  1:100	  of	  Mouse	  anti	  CK	  19,	  Mouse	  anti	  N-­‐Cadherin,	  and	  Rabbit	  anti	  vimentin	  g)	  Secondary	  antibody	  
Notes:	  for	  less	  background	  add	  1ml	  of	  PBS	  and	  1	  drop	  of	  Image-­‐IT	  FX	  signal	  enhancer	  to	  the	  antibody,	  spin	  at	  12,000	  rpm	  for	  5	  min	  and	  use	  the	  supernatant.	  For	  this	  study	  I	  used	  (1:100)	  Goat	  Anti-­‐Mouse,	  Alexa	  488	  antibody,	  assigned	  green	  for	  CK	  19	  &	  N-­‐	  Cad.	  	  I	  also	  used	  (1:500)	  Goat	  anti-­‐rabbit,	  Alexa	  546	  or	  568,	  assigned	  red	  for	  Vimentin	  h)	  10	  μg/ml	  DAPI	  for	  nuclear	  staining	  i)	  Prolong	  Gold	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Notes:	  Prolong	  gold	  is	  very	  viscous,	  make	  aliquots,	  use	  different	  pipette	  tips	  each	  	   time	  pipetting	  and	  store	  at	  -­‐20°C.	  	  Bring	  prolong	  gold	  to	  room	  temperature	  before	  use	  and	  make	  sure	  not	  to	  make	  bubbles.	  	  
	  
Procedure	  
Note:	  All	  volumes	  are	  800	  μl-­‐1ml	  for	  2	  well	  chamber	  slides	  unless	  stated	  otherwise	  Note:	  Negative	  control	  includes	  only	  secondary	  antibody	  and	  blocking	  buffer	  1-­‐	  Remove	  conditioned	  medium	  from	  each	  chamber	  using	  vacuum	  	  2-­‐	  3X	  wash	  with	  PBS	  3-­‐	  Fix	  all	  cells	  in	  4%	  Paraformaldehyde	  in	  1X	  PBS	  for	  30	  minutes	  4-­‐	  3	  X	  5	  min	  1XPBS	  wash	  5-­‐	  Incubate	  dishes	  in	  0.5%	  Triton	  X-­‐100	  in	  1X	  PBS	  for	  15	  min	  6-­‐	  1X	  PBS	  wash	  7-­‐	  Incubate	  with	  ultra-­‐cold	  (-­‐20°C)	  MeOH	  for	  15	  min	  by	  keeping	  the	  whole	  dish	  in	  -­‐20°C	  with	  methanol	  8-­‐	  Incubate	  in	  1X	  PBS	  at	  room	  temperature	  for	  30	  min	  9-­‐	  Block	  by	  adding	  8-­‐10	  drops	  of	  Image-­‐IT	  FX	  signal	  enhancer	  for	  30	  minutes	  10-­‐	  Incubate	  with	  the	  supernatant	  of	  the	  primary	  antibody	  for	  2	  hours	  at	  37°C	  or	  4°C	  overnight	  (apply	  sufficient	  volume	  and	  keep	  the	  lids	  closed	  in	  the	  incubator)	  
Note:	  to	  use	  less	  primary	  antibody,	  after	  removing	  the	  blocking	  solution	  use	  wax	  pencil	  to	  highlight	  the	  location	  of	  the	  cells,	  the	  wax	  will	  hold	  the	  primary	  antibody	  solution	  in	  highlighted	  space	  only.	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11-­‐	  Keep	  wells	  that	  will	  receive	  secondary	  antibody	  only	  and	  blocking	  buffer	  (Image-­‐IT	  FX	  signal	  enhancer)	  only	  in	  blocking	  buffer	  until	  it	  is	  time	  to	  incubate	  with	  secondary	  antibodies	  or	  wash	  step	  after	  second	  antibody	  incubations	  12-­‐	  3	  X	  5	  min	  1XPBS	  wash	  	  
Note:	  All	  steps	  from	  here	  on	  are	  light	  sensitive,	  so	  protect	  the	  samples	  from	  light	  13-­‐	  Incubate	  with	  the	  diluted	  secondary	  antibody	  for	  1-­‐2	  hrs	  at	  room	  temperature	  
Note:	  Keep	  negative	  control	  sample	  that	  do	  not	  receive	  secondary	  antibody	  in	  the	  blocking	  buffer.	  14-­‐	  3	  X	  5	  min	  1XPBS	  wash	  15-­‐	  Incubate	  all	  samples	  with	  DAPI	  (10	  μg/ml)	  for	  15	  minutes	  16-­‐	  3	  X	  1	  min	  1XPBS	  wash	  (quick	  wash)	  17-­‐	  Remove	  the	  chamber	  and	  the	  silicon	  from	  the	  slides	  18-­‐	  Make	  sure	  you	  drain	  the	  final	  PBS	  as	  much	  as	  possible.	  One	  may	  use	  a	  pointed	  Kimwipe	  around	  the	  sample	  area	  19-­‐	  Mount	  in	  120	  μl	  prolong	  gold	  for	  24	  hrs	  at	  room	  temperature	  in	  dark	  20-­‐	  Use	  22	  X	  50	  X	  1.5	  cover	  slip	  to	  cover	  the	  samples	  21-­‐	  On	  a	  kimwipe	  turn	  slide	  upside	  down	  and	  press	  it	  down	  from	  the	  corners	  to	  remove	  excess	  prolong	  gold	  22-­‐	  Store	  samples	  away	  from	  light	  at	  4°C	  for	  analysis	  23-­‐	  Make	  an	  appointment	  for	  the	  use	  of	  Spinning	  Disk	  Confocal	  or	  Apotome	  Microscope	  at	  the	  IGB	  by	  calling	  Mayandi	  Sivaguru	  333-­‐1214	  or	  use	  the	  online	  calendar	  if	  you	  are	  already	  trained.	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Notes:	  TOPRO3	  at	  50uM	  working	  concentration	  made	  from	  1mM	  stock	  for	  30	  min	  can	  also	  be	  used	  for	  nuclear	  counter	  staining	  -­‐	  3%	  FBS	  in	  PBS	  or	  1%	  BSA+1%	  donkey	  serum	  in	  PBS	  can	  also	  be	  used	  as	  blocking	  agents	  -­‐	  Triton	  X-­‐100	  concentrations	  can	  be	  from	  0.02%	  to	  0.5%	  -­‐	  Methanol	  step	  is	  for	  better	  resolution	  for	  cytoskeletal	  proteins	  	  
ELISAs	  	   Conditioned	  medium	  from	  HES	  cells	  was	  collected	  and	  concentrated	  50	  fold	  as	  described	  above.	  	  ELISA	  assays	  were	  performed	  using	  a	  human	  TGF-­‐β1	  immunoassay,	  DB100B,	  and	  IL-­‐1β	  immunoassay,	  DLB50	  Quantikine	  ELISA	  kits	  (R&D	  Systems	  Inc.,	  Minneapolis,	  MN)	  in	  triplicate	  wells	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  instructions.	  (Please	  see	  appendix	  for	  more	  detailed	  protocol)	  	  
Statistical	  Analysis	  Difference	  between	  the	  means	  were	  tested	  using	  one-­‐way	  ANOVA	  and	  Tukey	  Post	  Hoc	  test,	  with	  P	  <	  0.05	  being	  considered	  significant.	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APPENDIX	  
PROTOCOLS	  AND	  RECIPES	  	  
Culturing	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cells	  
	  
LP-­‐9	  cells	  medium	  recipe	  used	  in	  this	  study	  Med	  199/MCDB	  105	  +	  15%NCS+0.4	  μg/ml	  HC	  
	  
Medium	  199	  Recipe	  1-­‐	  Add	  the	  entire	  bottle	  of	  Medium	  199	  (Gibco;	  Carlsbad,	  CA,	  Cat	  #	  11150)	  to	  900	  ml	  	   dH2O	  2-­‐	  Add	  9.5	  g	  of	  Sodium	  Bicarbonate	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO,	  Cat	  #	  S5761)	  	  	   or	  28	  ml	  of	  7.5%	  Sodium	  Bicarbonate	  (Gibco;	  Carlsbad,	  CA,	  Cat	  #	  25080)	  3-­‐	  Adjust	  the	  pH	  to	  7.1.	  Please	  note	  that	  the	  pH	  increases	  to	  about	  7.5	  after	  filter	  	   sterilization	  4-­‐	  Adjust	  the	  volume	  to	  1L	  by	  adding	  more	  dH2O	  5-­‐Filter	  sterilize	  the	  medium	  using	  Millipore	  Stericup	  Sterile	  Vacuum	  Filter	  Units	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ,	  Cat	  #	  SCGPU10RE)	  
	  
Medium	  MCDB	  105	  Recipe	  1-­‐	  Add	  the	  entire	  bottle	  of	  MCDB	  105	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO,	  Cat	  #	  M6395)	  to	  900	  ml	  	   dH2O	  2-­‐	  Adjust	  the	  pH	  to	  7.1.	  Please	  note	  that	  the	  pH	  increases	  to	  about	  7.5	  after	  filter	  	   sterilization	  4-­‐	  Adjust	  the	  volume	  to	  1L	  by	  adding	  more	  dH2O	  5-­‐Filter	  sterilize	  the	  medium	  using	  Millipore	  Stericup	  Sterile	  Vacuum	  Filter	  Units	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ,	  Cat	  #	  SCGPU10RE)	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LP-­‐9	  Culture	  Cell	  Medium	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Med	  199	   	   	   	   	   250.0	  ml	  	  Med	  MCDB	  105	   	   	   	   250.0	  ml	  	  Newborn	  Calf	  Serum	  (NCS)	   	   	   	  	  89.0	  ml	  Hydrocortisone	  10	  mg/ml	  	   	   	   	  	  20.0	  μl	  Pen/Strep	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  6.0	  ml	  	  
Note:	  The	  medium	  deteriorate	  from	  the	  light	  exposure,	  so	  minimize	  the	  total	  time	  that	  bottles	  are	  out	  in	  the	  room.	  	  The	  medium	  remains	  good	  for	  at	  least	  5	  weeks	  at	  4°C.	  	  
Plating	  LP-­‐9	  Mesothelial	  Cells	  Normal	  peritoneal	  mesothelial	  primary	  lines,	  LP-­‐9	  has	  a	  population	  doubling	  time	  of	  ~70	  lifespan.	  	  LP-­‐9	  cells	  doubling	  time	  is	  about	  26-­‐28	  hours	  in	  medium	  containing	  EGF.	  	  When	  we	  receive	  the	  cells	  they	  have	  already	  gone	  through	  half	  of	  their	  PDL.	  	  This	  translates	  to	  passage	  number	  3,	  and	  we	  figured	  out	  that	  you	  can	  use	  these	  cells	  up	  to	  passage	  6	  or	  7	  before	  they	  become	  senescent.	  	  Both	  the	  primary	  and	  the	  immortalized	  versions	  of	  the	  LP-­‐9	  cells	  are	  available	  from	  Brigham	  and	  Women’s	  Hospital	  (BWH)	  cell	  culture	  core.	  	  http://rheinwaldlab.bwh.harvard.edu/	  	  
Thawing	  Human	  Mesothelial	  Frozen	  Cells	  	   Prior	  to	  culturing	  the	  cells,	  medium	  needs	  to	  be	  warmed	  up	  to	  37°C.	  	  Frozen	  ampules	  are	  thawed	  by	  placing	  in	  a	  container	  of	  37oC	  water	  and	  rapidly	  bringing	  the	  cell	  suspension	  to	  37oC.	  	  The	  thawed	  cells	  are	  transferred	  to	  a	  centrifuge	  tube	  and	  add	  slowly,	  over	  the	  course	  of	  about	  30	  seconds,	  9	  volumes	  of	  warm	  LP-­‐9	  medium.	  	  Pellet	  the	  cells,	  at	  500Xg	  for	  5	  min.	  	  Remove	  the	  medium	  that	  contains	  freezing	  medium	  and	  gently	  resuspend	  in	  5	  ml	  of	  LP-­‐9	  medium,	  and	  plate	  cultures.	  	  Before	  plating	  the	  cells	  coat	  the	  bottom	  of	  the	  10	  cm	  dishes	  with	  4	  ml	  of	  LP-­‐9	  medium.	  	  This	  would	  help	  the	  cells	  to	  spread	  more	  evenly	  and	  prevents	  cells	  from	  clumping	  together	  in	  the	  center.	  	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  can	  be	  cultured	  by	  plating	  104	  cells	  per	  100	  mm	  dish	  and	  changing	  medium	  three	  times	  a	  week	  until	  the	  cultures	  neared	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confluence.	  	  Culturing	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  at	  low	  density	  in	  medium	  lacking	  EGF	  allowed	  the	  cells	  to	  exhibit	  a	  flat,	  monolayer	  morphology	  in	  approximately	  3	  weeks.	  	  
Subculturing	  Human	  Mesothelial	  Frozen	  Cells	  	   Aspirate	  the	  medium	  from	  the	  culture	  vessel,	  rinse	  with	  small	  amount	  of	  0.05%	  trypsin	  in	  0.53	  mM	  EDTA	  solution,	  remove	  promptly.	  Add	  3	  ml	  of	  fresh	  trypsin	  and	  incubate	  at	  37°C	  for	  5-­‐10	  min	  (6	  ml	  per	  T75	  flask	  or	  4	  ml	  per	  p100	  dish),	  then	  add	  equal	  volume	  of	  standard	  medium	  and	  pipette	  up	  and	  down	  several	  times	  to	  disperse	  the	  cells.	  	  Pellet	  the	  cells	  by	  low	  speed	  (~500Xg)	  centrifugation	  for	  5	  min,	  aspirate	  off	  the	  fluid,	  resuspend	  the	  cells	  in	  LP-­‐9	  medium,	  and	  re-­‐plate	  promptly.	  	  Incubate	  cultures	  in	  5%	  CO2	  at	  37	  °C.	  	  
Cryopreservation	  Preparation	  of	  2X	  freezing	  medium:	  Add	  high	  purity	  DMSO	  to	  chilled	  10%	  Fetal	  Bovine	  Serum	  supplemented	  with	  LP-­‐9	  medium.	  	  Mix	  well	  and	  let	  stand	  for	  two	  hours	  or	  overnight	  at	  4°C.	  	  Filter-­‐sterilize	  with	  a	  0.2	  μ	  filter.	  	  Aliquot	  into	  15	  ml	  conical	  tubes	  and	  store	  at	  -­‐80°C.	  	  Add	  an	  equal	  volume	  of	  room	  temperature	  2X	  freezing	  medium	  to	  cells	  that	  already	  are	  suspended	  in	  growth	  medium.	  	  Pipette	  up	  and	  down	  to	  mix.	  	  Freeze	  the	  cells	  at	  desire	  concentration	  (from	  104	  cells	  to	  3X103	  cells/ml).	  Promptly	  distribute	  to	  cryovials,	  slow	  freeze,	  by	  incubating	  on	  ice	  for	  30	  min,	  then	  incubate	  at	  -­‐80°C	  over	  night	  and	  finally	  transfer	  to	  the	  liquid	  N2	  freezer.	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Culturing	  Uterine	  Epithelial	  Cells	  (HES)	  
	  
HES	  Cell	  Medium	  Recipe	  DMEM+	  10%	  FBS	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  DMEM	  	   	   	   	   	   500.0	  ml	  Pen/Strep	   	   	   	   	   	  	  	  	  6.0	  ml	  FBS	   	   	   	   	   	   	  	  28.0	  ml	  Please	  note	  that	  if	  medium	  is	  not	  supplemented	  with	  sodium	  Bicarbonate	  then	  add	  3.7	  g	  Sodium	  Bicarbonate	  (Sigma;	  St.	  Louis,	  MO).	  	  The	  medium	  also	  requires	  L-­‐Glutamine	  Add	  8	  ml	  of	  L-­‐Glutamine	  if	  medium	  is	  not	  supplemented.	  	  
Subculturing	  Human	  Uterine	  Epithelial	  Frozen	  Cells	  	   Prior	  to	  culturing	  the	  cells,	  medium	  needs	  to	  be	  warmed	  up	  to	  37°C.	  	  Thaw	  the	  frozen	  ampules	  by	  placing	  in	  a	  container	  of	  37oC	  water	  and	  rapidly	  bringing	  the	  cell	  suspension	  to	  37oC.	  	  Transferred	  the	  thawed	  cells	  to	  a	  centrifuge	  tube	  and	  add	  9	  volumes	  of	  warm	  HES	  medium.	  	  Pellet	  the	  cells,	  at	  65Xg	  for	  2	  min.	  	  Remove	  the	  medium	  that	  contains	  freezing	  medium	  and	  resuspend	  in	  5	  ml	  of	  HES	  medium.	  	  Add	  4	  ml	  of	  HES	  medium	  swirl	  to	  coat	  the	  bottom	  of	  the	  plate	  evenly	  then	  add	  2ml	  of	  cell	  mixture	  to	  each	  plate	  and	  incubate	  in	  5%	  CO2	  at	  37	  °C.	  Change	  media	  after	  24	  hours	  and	  then	  every	  48	  hours	  until	  they	  have	  reached	  your	  desired	  confluence.	  Note:	  HES	  cells	  will	  grow	  until	  100%	  confluent	  and	  will	  start	  to	  form	  clumps	  of	  cells	  (one	  on	  top	  of	  the	  other)	  if	  they	  get	  too	  crowded.	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Reagents	  Used	  for	  Periplasmic	  Expression	  &	  Purification	  of	  rhEMMPRIN	  	  The	  following	  reagents	  can	  be	  prepared	  ahead	  of	  time	  
5	  M	  Sodium	  Chloride	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  NaCl	   	   	   	   	   	   	  	  73.05	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   200.00	  ml	  	  Adjust	  volume	  up	  to	  250	  ml.	  NaCl	  will	  go	  into	  solution	  when	  the	  volume	  is	  close	  to	  250,	  filter	  sterilize	  and	  store	  at	  room	  temperature.	  	  
1M	  Tris,	  pH	  8.0	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Tris	  Base	   	   	   	   	   121.1	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   700.0	  ml	  	  Adjust	  pH	  to	  8.0	  adding	  HCl	  will	  raise	  the	  Temp,	  so	  let	  solution	  reach	  room	  temperature	  before	  adjusting	  the	  pH	  again.	  Bring	  the	  volume	  up	  to	  1	  L,	  filter	  sterilize,	  and	  store	  at	  room	  temperature	  	  
34	  mg/ml	  Chloramphenicol	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Chloramphenicol	   	   	   	   340.0	  mg	  	  100%	  EtOH	  	   	   	   	   	   	  	  10.0	  ml	  	  Store	  at	  -­‐20°C	  	  
100	  mg/ml	  Ampicillin	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Ampicilin	   	   	   	   	   	  	  1.0	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   10.0	  ml	  	  Filter	  sterilize,	  make	  1	  ml	  aliquots,	  and	  store	  at	  -­‐20°C	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1M	  Glucose	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Glucose	   	   	   	   	   18.0	  g	  dH2O	   	   	   	   	   	   90.0	  ml	  Dissolve	  and	  adjust	  the	  volume	  to	  100	  ml,	  filter	  sterilize,	  store	  at	  4°C	  	  
1M	  Potassium	  Chloride	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  KCl	   	   	   	   	   	   	  	  75.0	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   900.0	  ml	  	  Dissolve	  and	  adjust	  the	  volume	  to	  1	  L,	  and	  store	  at	  room	  temperature.	  	  Autoclave	  after	  adding	  KCl	  to	  the	  SOC	  media	  
	  
1M	  Magnesium	  Chloride	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  MgCl2	  	   	   	   	   	   	  	  40.7	  g	  dH2O	   	   	   	   	   	   150.0	  ml	  	  Adjust	  the	  volume	  to	  200	  ml,	  autoclave	  or	  filter	  sterilize	  and	  store	  at	  room	  temperature.	  	  
1M	  Magnesium	  Sulfate	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  MgSO4	   	   	   	   	   	  	  24.0	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   150.0	  ml	  	  Adjust	  the	  volume	  to	  200	  ml,	  autoclave	  or	  filter	  sterilize	  and	  store	  at	  room	  temperature.	  	   	  
 200 
5mM	  Magnesium	  Sulfate	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  MgSO4	  1M	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  ml	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   995.0	  ml	  Filter	  sterilize	  (do	  not	  autoclave),	  store	  on	  ice	  or	  4°C	  	  
80%	  Glycerol	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Glycerol	   	   	   	   	   400.0	  ml	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   100.0	  ml	  	  Autoclave	  to	  sterilize	  	  
0.5	  M	  EDTA,	  pH	  8.0	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  dH2O	   	   	   	   	   	   	   350.0	  ml	  EDTA	  	  (N2EDTA)	   	   	   	   	   	  	  93.1	  g	  NaOH	  pellets	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  g	  Adjust	  the	  pH	  to	  8.0	  using	  NaOH	  pellets,	  bring	  the	  volume	  up	  to	  500	  ml	  
Note:	  Dissolve	  about	  10	  g	  of	  NaOH	  pellets	  in	  ~350	  ml	  of	  dH2O,	  then	  add	  93.1g	  	  Na2EDTA	  (make	  sure	  you	  are	  using	  disodium	  salt).	  	  Continue	  	  adding	  NaOH	  pellets	  until	  the	  pH	  is	  about	  8.0.	  	  Now	  the	  EDTA	  will	  dissolve	  (it	  is	  fairly	  slow!).	  	  Bring	  volume	  close	  to	  500	  ml,	  adjust	  the	  pH	  to	  8.0	  with	  10M	  NaOH.	  	  Adjust	  final	  volume	  to	  500	  ml,	  double-­‐check	  the	  pH	  and	  adjust	  as	  needed.	  	  
LB	  media	  +	  Amp/Chloro	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  dH2O	   	   	   	   	   	   950.0	  ml	  Tryptone	   	   	   	   	   	  	  10.0	  g	  	  NaCl	   	   	   	   	   	   	  	  10.0	  g	  	  Yeast	  Extract	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  g	  	  Dissolve,	  adjust	  pH	  to	  7.0	  with	  NaCl	  (~200	  μl),	  bring	  the	  volume	  to	  1	  L	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Autoclave	  for	  20	  min	  on	  liquid	  cycle	  (+	  15	  min	  cooling	  cycle	  for	  total	  of	  35	  min),	  then	  add	  the	  following	  antibiotics.	  Amp/Chloro	  are	  sensitive	  to	  light.	  Chloramphenicol	  34	  mg/ml	  	   	   150.0	  μl	  	  Ampicillin	  100mg/ml	   	   	   	  	  	  	  1.0	  ml	  	  	  
SOC	  Media	  (SOB	  +	  Glucose)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Bacto-­‐tryptone	  	   	   	   	   	  	  20.0	  g	  Bacto-­‐yeast	  extract	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  g	  NaCl	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  0.5	  g	  KCl	  1M	   	   	   	   	   	  	  	  	  2.5	  ml	  Adjust	  pH	  to	  7.0,	  bring	  the	  volume	  to	  1	  L,	  autoclave	  to	  sterilize.	  	  The	  following	  reagents	  have	  to	  be	  added	  after	  the	  autoclaving	  is	  done,	  because	  they	  will	  precipitate	  if	  autoclaved.	  MgCl2	  1M	   	   	   	   	   	  	  10.0	  ml	  	  MgSO4	  1M	   	   	   	   	   	  	  10.0	  ml	  	  Chloramphenicol	  34	  mg/ml	  	   	   150.0	  μl	  Ampicillin	  100mg/ml	   	   	   	  	  	  	  1.0	  ml	  Glucose	  1M	   	   	   	   	   	  	  20.0	  ml	  (added	  immediately	  before	  use)	  
Note:	  Once	  you	  add	  the	  glucose	  the	  medium	  is	  an	  ideal	  place	  for	  growth	  of	  any	  contamination.	  You	  can	  add	  glucose	  to	  the	  amount	  of	  the	  medium	  you	  need	  or	  you	  can	  keep	  the	  medium	  in	  the	  4°C	  overnight.	  	  In	  this	  case	  you	  need	  to	  worm	  up	  the	  media	  to	  room	  temperature	  before	  use.	  	  The	  following	  reagents	  can	  be	  made	  the	  same	  day	  that	  are	  being	  used.	  
Sucrose	  Buffer	  	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Tris	  1M,	  pH	  8.0	   	   	   	   	  	  30.0	  ml	   	   30	  mM	  Sucrose	   	   	   	   	   200.0	  g	   	   20%	  Adjust	  the	  volume	  to	  1L	  with	  dH2O,	  filter	  sterilize	  (Do	  not	  autoclave),	  store	  on	  ice	  or	  at	  4°C.	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1XWash	  Buffer	  	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  NaCl	  5	  M	   	   	   	   	   	  	  60.0	  ml	   	   300	  mM	  NaH2PO4	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  6.9	  g	   	   	  	  50	  mM	  dH20	   	   	   	   	   	   800.0	  ml	  Adjust	  the	  pH	  to	  8.0,	  bring	  the	  volume	  to	  1	  L,	  and	  store	  at	  4°C	  	  
Ni-­‐NTA	  Buffer	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Imidazole	  3	  M	   	   	   	   83.0	  μl	  	   	   5	  mM	  1X	  Wash	  Buffer	   	   	   	   50.0	  ml	   	   300mM	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   50	  mM	  NaH2PO4,	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   pH	  8.0	  	  
Elution	  Buffer	  (300mM	  NaCl,	  50mM	  NaH2PO4	  pH	  8.0,)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Imidazole	  3	  M	   	   	   	   	  	  3.3	  ml	   	   200	  mM	  Imidazole	  1X	  Wash	  Buffer	   	   	   	   50.0	  ml	   	   300mM	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  	  50	  mM	  NaH2PO4,	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   pH	  8.0	  
	  
Periplasmic	  Expression	  &	  Purification	  of	  rhEMMPRIN	  Protocol	  
	  
1-­‐Pour	  LB+	  Amp/Cholor	  Plates	  	   Use	  sterile	  technique	  pouring	  the	  plates.	  Clean	  the	  surface	  that	  is	  being	  used	  with	  Lysol	  or	  EtOH.	  Use	  flame	  to	  create	  sterile	  environment.	  Tilt	  the	  bottle	  so	  debris	  would	  not	  fall	  into	  the	  bottle.	  Flame	  the	  bottle’s	  neck	  and	  pour	  the	  plates.	  	  If	  there	  is	  a	  bobble	  in	  the	  plate	  flame	  it	  out.	  	  After	  plates	  are	  cooled	  down,	  invert	  them	  to	  prevent	  condensation	  from	  dripping	  on	  the	  plates.	  	  Mark	  them	  for	  Amp/Cholo	  and	  store	  at	  4°C.	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2-­‐Streak	  Plates	  Using	  Glycerol	  Stock	  (using	  3	  O’clock	  method)	  	   Keep	  the	  Glycerol	  stock	  on	  ice	  and	  prevent	  it	  from	  thawing.	  	  Use	  pipette	  tip	  to	  grab	  a	  small	  chunk	  of	  the	  bacteria	  and	  place	  on	  the	  plate.	  	  Flame	  the	  loop	  so	  it	  is	  glowing	  hot	  to	  sterilize.	  Cool	  the	  loop	  on	  the	  plate	  and	  streak	  the	  bacteria	  as	  is	  shown	  below.	  (BL21-­‐RP	  E.Coli	  containing	  hEMMPRIN	  extracellular	  domain	  in	  the	  vector	  pASK-­‐IBA44	  (clone	  A))	  	  
	  	  
	   	  Incubate	  at	  37°C	  for	  12-­‐14	  hrs	  or	  room	  temperature	  for	  couple	  of	  days.	  Check	  the	  plates	  for	  isolated	  colonies	  to	  be	  used	  for	  5	  ml	  culture	  in	  SOC	  media	  	  
3-­‐Make	  5	  ml	  Bacterial	  Culture	  	   Using	  sterile	  technique	  (flaming	  the	  loop	  and	  working	  around	  the	  flame),	  pick	  a	  single	  colony	  using	  the	  loop	  to	  add	  to	  5ml	  SOC	  media	  containing	  100	  μg/ml	  Amp,	  50	  μg/ml	  Chloramphenicol,	  and	  1M	  glucose,	  shake	  at	  250	  RPM	  for	  6	  hrs	  at	  37°C.	  	  
4-­‐Make	  200	  ml	  Bacterial	  Culture	  (SOC	  +	  Amp/Chlor)	  	   Transfer	  4	  ml	  of	  pre-­‐culture	  to	  200	  ml	  of	  SOC	  media	  containing	  100	  μg/ml	  Amp,	  50	  μg/ml	  Chloramphenicol,	  and	  1M	  glucose	  and	  grow	  at	  room	  temperature	  (22-­‐25°C),	  shake	  at	  200	  RPM	  for	  15-­‐16	  hrs	  (Do	  not	  exceed	  16	  hrs)	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5-­‐Make	  Glycerol	  Stock	  
	   Use	  the	  rest	  of	  the	  pre-­‐culture	  (1	  ml)	  to	  make	  the	  Glycerol	  stock.	  	  Add	  equal	  volume	  (1	  ml)	  of	  80%	  glycerol	  to	  the	  1	  ml	  pre-­‐culture,	  then	  aliquot	  1	  ml	  of	  pASK-­‐IBA44	  (clone	  A)	  in	  cryovial	  tubes	  and	  store	  at	  -­‐80.	  	  
6-­‐Make	  4X200	  ml	  Bacterial	  Culture	  (SOC	  +	  AMP	  Only)	  	   Transfer	  50	  ml	  of	  overnight	  culture	  to	  200	  ml	  of	  SOC	  +	  Amp/	  glucose	  (no	  Chloro),	  and	  measure	  the	  OD550	  Grow	  culture	  at	  room	  temperature	  (22-­‐25°C),	  shake	  at	  250	  RPM	  for	  1-­‐1.5	  hrs,	  and	  measure	  OD550	  Once	  the	  culture	  has	  reached	  an	  OD550	  of	  0.5-­‐0.6	  (early	  log	  phase),	  induce	  rhEMMPRIN	  expression	  by	  adding	  25	  μl	  of	  a	  2	  mg/ml	  Anhydrotetracycline	  (AHT)	  dissolved	  in	  N,N-­‐Dimethylformamide.	  (AHT	  only	  induces	  the	  bacteria	  to	  make	  the	  protein).	  	  Keep	  incubating	  the	  culture	  for	  another	  3-­‐4	  hrs.	  	  	  
7-­‐Harvest	  Culture	  	   Transfer	  the	  content	  of	  each	  flask	  into	  a	  pre-­‐measured,	  pre-­‐chilled	  250	  ml	  GSA	  rotor	  bottle	  and	  centrifuge	  at	  4500Xg	  for	  12	  min	  at	  4°C.	  	  
8-­‐	  Weighing	  the	  Bacteria	  Pellet	  	   Discard	  the	  supernatant	  and	  measure	  the	  weight	  of	  the	  bacteria	  pellet.	  Bottle	  1	  g:	   	   Pellet	  #1	  g:	  Bottle	  2	  g:	   	   pellet	  #2	  g:	  Bottle	  3	  g:	   	   Pellet	  #3	  g:	  Bottle	  4	  g:	   	   Pellet	  #4	  g:	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Isolation	  of	  the	  Periplasmic	  Protein	  Fraction	  
	  
Note:	  All	  work	  must	  be	  done	  on	  ice	  or	  at	  4°C,	  unless	  otherwise	  stated	  Gently	  resuspend	  each	  pellet	  in	  80	  ml/g	  wet	  weight	  of	  ice	  cold	  sucrose	  buffer	  by	  repeated	  pipetting	  and	  gentle	  swirling.	  Pellet	  #1	  g:	   	   Sucrose	  buffer	  ml:	  Pellet	  #2	  g:	   	   Sucrose	  buffer	  ml:	  Pellet	  #3	  g:	   	   Sucrose	  buffer	  ml:	  Pellet	  #4	  g:	   	   Sucrose	  buffer	  ml:	  	  
Profirating	  the	  Bacteria	  Cell	  Wall	  Using	  0.5M	  EDTA	  	   On	  ice,	  add	  0.5M	  EDTA	  “dropwise”	  while	  swirling	  the	  cell	  lysate	  suspension	  until	  the	  final	  concentration	  of	  EDTA	  reaches	  1mM.	  Formula	  for	  the	  amount	  of	  EDTA	  needed:	  (Y	  ml)=(X	  ml)(1mM	  EDTA)	  	   	   	   	   	   500mM	  EDTA	  Y=amount	  of	  EDTA	  to	  add	  X=volume	  of	  the	  cell	  lysates	  suspension	  in	  the	  sucrose	  buffer	  Cell	  suspension	  volume	  (ml):	   	   	   0.5M	  EDTA	  needed	  (ml):	  #1	  #2	  #3	  #4	  Incubate	  cell	  suspension	  +EDTA	  on	  Ice	  for	  10	  min	  Centrifuge	  samples	  at	  8000Xg	  for	  20	  min	  @	  4°C	  Carefully	  decant	  and	  discard	  the	  sucrose	  buffer	  supernatant	  Gently	  resuspend	  the	  cells	  in	  an	  equivalent	  volume	  of	  5	  mM	  MgSO4	  by	  repeated	  pipetting.	  (Hypo-­‐osmotic:	  helps	  bacterial	  wall	  to	  swell	  up)	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Cell	  suspension	  volume	  (ml):	   	   	   5mM	  MgSO4	  needed	  (ml):	  #1	  #2	  #3	  #4	  Incubate	  on	  ice	  for	  10	  min	  Centrifuge	  at	  8000Xg	  for	  20	  min	  at	  4°C	  Carefully	  transfer	  the	  supernatant	  (Osmotic	  Shock	  Lysate),	  to	  a	  0.22	  um	  filter	  (Cellulose	  Acetate	  filter)	  to	  remove	  any	  debris	  -­‐Store	  the	  sample	  on	  ice	  or	  at	  4°C	  on	  ice	  (YOU	  CAN	  STOP	  AT	  THIS	  STAGE)	  	  
Concentrating	  the	  Osmotic	  Shock	  Lysate	  (OSL)	  	  1-­‐Use	  8	  Millipore	  Amicon	  Ultra	  Centrifugal	  Filters	  to	  concentrate	  OSL.	  	  We	  need	  final	  volume	  of	  10	  ml	  form	  500	  ml.	  	  Save	  ~	  200	  μl	  of	  OSL	  before	  concentrating	  to	  run	  on	  a	  gel.	  2-­‐The	  goal	  is	  to	  concentrate	  OSL	  to	  less	  than	  o.5	  ml	  per	  tube.	  	  Add	  15	  ml	  of	  OSL	  to	  each	  tube	  and	  spin	  at	  4000Xg	  for	  30	  min.	  	  Remove	  the	  flow	  through	  and	  keep	  adding	  OSL	  to	  each	  tube	  and	  concentrate	  until	  you	  have	  about	  0.5	  ml	  per	  tube.	  	  3-­‐Resuspend	  each	  sample	  with	  15	  ml	  of	  1X	  wash	  buffer	  to	  wash	  the	  filter	  units	  and	  spin.	  	  Save	  ~200	  μl	  of	  this	  final	  concentrated	  OSL	  OSL	  starting	  volume:	  	   	   	   	   (Save	  	  ~200	  μl)	  Final	  volume	  of	  the	  concentrated	  OSL	   	   (Save	  	  ~200	  μl)	  Fold	  concentration	  of	  OSL	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Batch/Gravity	  Flow	  Purification	  on	  Talon	  Metal	  Affinity	  Beads	  
	  1-­‐Transfer	  2	  ml	  of	  50%	  slurry	  of	  Talon	  beads	  to	  15	  ml	  conical	  tube.	  (The	  capacity	  of	  the	  beads	  for	  6xHis-­‐tagged	  proteins	  is	  5-­‐10	  mg/ml	  packed	  beads.	  2-­‐Pellet	  the	  beads	  by	  spinning	  at	  1000Xg	  for	  2	  min	  at	  4°C	  3-­‐Discard	  the	  supernatant	  carefully	  4-­‐Resuspend	  the	  beads	  in	  10	  ml	  of	  1X	  Wash	  Buffer	  5-­‐Spin	  at	  1000Xg	  for	  2	  min	  at	  4°C.	  	  Discard	  the	  supernatant	  (wash	  buffer	  flow	  through)	  6-­‐Repeat	  steps	  4	  and	  5	   	   	   	   	   	   (Save	  	  ~200	  μl)	  7-­‐Apply	  the	  concentrated	  OSL	  to	  the	  Talon	  beads	  8-­‐Incubate	  the	  samples	  at	  4°C	  on	  the	  rotating	  wheel	  for	  at	  least	  1	  hr	  9-­‐Spin	  sample	  at	  1000Xg	  for	  5	  min	  at	  4°C	  10-­‐Carefully	  remove	  the	  unbound	  lysates	  and	  save	  on	  ice	  	   (Save	  	  ~200	  μl)	  11-­‐Wash	  the	  Talon	  beads	  with	  10	  ml	  Ni-­‐NTA	  buffer,	  incubate	  on	  ice	  for	  10	  min,	  mix	  occasionally,	  avoide	  making	  bubbles.	  12-­‐Spin	  beads	  at	  1000Xg	  for	  5	  min	  at	  4°C	  13-­‐Collect	  the	  supernatant	  (1st	  wash)	   	   	   	   (Save	  	  ~200	  μl)	  14-­‐Repeat	  steps	  11-­‐13	  two	  more	  times	  (2nd	  &	  3rd	  wash)	   (Save	  	  ~200	  μl	  of	  each	  wash)	  15-­‐Resuspend	  beads	  in	  2	  ml	  of	  Ni-­‐NTA	  buffer,	  transfer	  to	  a	  small	  column,	  allow	  the	  beads	  to	  settle.	  16-­‐Drain	  the	  column	  and	  wash	  once	  with	  5	  ml	  Ni-­‐NTA	  buffer	   (Save	  	  ~200	  μl)	  17-­‐Add	  5-­‐10	  ml	  of	  Elution	  buffer	  to	  the	  column	  and	  collect	  0.5	  ml	  fractions	  (~10	  drops)	  of	  the	  eluted	  protein	  (label	  E1-­‐E15).	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Running	  Samples	  on	  the	  SDS	  Page	  Run	  all	  the	  samples	  and	  the	  Elution	  samples	  on	  12%	  SDS	  page	  and	  stain	  with	  Coomassie	  Blue:	  -­‐	  Make	  Resolving	  gel:	  2X	  12%	  minigels	  (10	  ml)	  	   Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  	   -­‐	  dH2O	   	   	   	   	   	  	  	  	  3.3	  ml	  	   -­‐	  30%	  Acrylamide	  mix	   	   	   	  	  	  	  4.0	  ml	  	   -­‐	  1.5	  M	  Tris	  (pH	  8.8)	   	   	   	   	  	  	  	  2.5	  ml	  	   -­‐	  10%	  SDS	   	   	   	   	   100.0	  μl	  	   -­‐10%	  APS	   	   	   	   	   100.0	  μl	  	   -­‐	  TEMED	   	   	   	   	   	  	  	  	  4.0	  μl	  	  -­‐	  Make	  stacking	  gel:	  5	  ml	  for	  2	  gels	  	   -­‐	  dH2O	   	   	   	   	   	  	  	  	  3.4	  ml	  	   -­‐	  30%	  Acrylamide	  mix	   	   	   830.0	  μl	  	   -­‐	  1.0	  M	  Tris	  (pH	  6.8)	   	   	   	   630.0	  μl	  	   -­‐	  10%	  SDS	   	   	   	   	   	  	  50.0	  μl	  	   -­‐	  10%	  APS(Amonium	  per	  solfate)	   	   	  	  50.0	  μl	  	   -­‐	  TEMED	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  μl	  Use	  15	  well	  Comb.	  Prepare	  samples:	  	   -­‐15	  μl	  of	  each	  sample	  	   -­‐5	  μl	  4XLSB	  	   -­‐Heat	  at	  95°C	  for	  5	  min	  	   -­‐load	  ~18	  μl	  	   -­‐Run	  at	  120	  V	  -­‐Place	  SDS	  page	  in	  Coomassie	  Blue	  O/N	  -­‐Destain	  SDS	  page	  3X	  50	  ml	  de-­‐staining	  solution	  for	  30	  min	  each	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De-­‐staining	  Solution	  Ingredient	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Acetic	  Acid	   	   	   	   	  	  100.0	  ml	   	   10%	  Isopropanol	   	   	   	   	  	  250.0	  ml	   	   25%	  dH2O	   	   	   	   	   	  	  650.0	  ml	   	   	   	  	   	   	   	   	   1000.0	  ml	  Can	  save	  SDS	  page	  in	  dH2O	  at	  RT	  for	  a	  long	  time	  	  
Preserving	  the	  SDS	  Page	  To	  dry	  the	  gel,	  replace	  H2O	  with	  glycerol	  solution	  
Glycerol	  Solution	  	   Ingredient	   	   	   Quantity	  	   -­‐10%	  EtOH	   	   	   100.0	  ml	  	   -­‐5%	  Glycerol	   	   	   	  	  50.0	  ml	  	   -­‐dH2O	  	   	   	   850.0	  ml	  -­‐Soak	  SDS	  page	  in	  ~25	  ml	  of	  glycerol	  solution	  for	  at	  least	  1	  hr	  -­‐Place	  membrane	  in	  between	  2	  pre-­‐soaked	  (in	  water)	  nitro	  cellulose	  membrane.	  Make	  sure	  there	  is	  no	  bobble	  and	  clamed	  it	  down	  and	  dry	  in	  the	  hood	  overnight.	  Then	  you	  can	  scan	  the	  gel.	  	  
Cell	  Counting	  with	  a	  Hemocytometer	  
	  1-­‐	  Prepare	  the	  hemocytometer	  by	  cleaning	  the	  mirror-­‐like	  surface	  and	  the	  cove	  slip	  with	  first,	  soup	  then	  rinse	  under	  the	  DI	  water	  and	  then	  with	  70%	  Ethanol	  using	  kimwips.	  	  The	  coversplips	  should	  also	  be	  cleaned.	  2-­‐	  Place	  the	  coverslip	  over	  the	  counting	  surface	  prior	  to	  adding	  the	  cell	  suspension.	  3-­‐	  Place	  10	  μl	  of	  cell	  suspension	  into	  each	  V-­‐shaped	  wells.	  	  Allow	  the	  area	  under	  the	  coverslip	  to	  fill	  by	  capillary	  action.	  10	  μl	  should	  be	  enough	  to	  cover	  the	  mirrored	  surface.	  4-­‐	  Place	  hemocytometer	  under	  the	  microscope	  to	  count	  the	  cells	  at	  low	  power	  (4X).	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5-­‐	  Each	  V-­‐shaped	  well	  is	  divided	  into	  4	  squares	  (8	  squares	  total).	  	  Count	  the	  cells	  in	  each	  square	  and	  make	  a	  note.	  	  Each	  square	  of	  the	  hemocytometer	  represents	  a	  total	  volume	  of	  0.1	  mm3	  or	  104	  cm3.	  Since	  1	  cm3	  =1	  ml,	  the	  subsequent	  cell	  concentration	  per	  ml	  can	  be	  determined.	  6-­‐Average	  the	  number	  of	  cells	  in	  each	  square	  7-­‐Multiply	  the	  average	  number	  of	  cells	  by	  104.	  	  This	  will	  give	  you	  number	  of	  cells	  per	  ml	  of	  cell	  suspension.	  8-­‐	  To	  calculate	  the	  total	  number	  of	  cells	  in	  your	  total	  cell	  suspension,	  multiply	  number	  of	  cells	  per	  ml	  with	  the	  volume	  of	  cell	  suspension.	  	  
Quantitative	  Real	  Time	  PCR	  
	  1-­‐	  Thaw	  control	  cDNAs	  (no	  template	  and	  no	  RT),	  cDNA,	  and	  primer	  prob	  tubes	  on	  ice	  and	  keep	  everything	  on	  ice	  including	  the	  TaqMan®	  Universal	  PCR	  Master	  Mix	  2-­‐	  label	  tubes	  for	  different	  genes	  and	  for	  each	  replicate	  as	  follow:	  Standard	  curve	  dilutions	  are:	  (1:10);	  (1:20);	  (1:40);	  (1:80);	  (1:160);	  (1:320);	  (1:640);	  (1:1280);	  (1:2560)	  18s	  standard	  Curves	  :(1:20	  -­‐	  1:2560)	  
- 18s	  cDNA	  dilutions	  (1:100)	  	  
- Controls	  (NTC	  &	  NRT)	  
- Master	  mixes	  (18s,	  MMP-­‐1,	  MMP-­‐2)	  For	  Gene	  “A”	  
- “A”	  standard	  Curves	  :(1:20	  -­‐	  1:2560)	  
- “A”	  cDNA	  dilutions	  (1:100)	  	  
- “A”	  Controls	  (NTC	  &	  NRT)	  For	  Gene	  “B”	  
- “B”	  standard	  Curves	  :(1:20	  -­‐	  1:2560)	  
- “B”	  cDNA	  dilutions	  (1:100)	  	  
- “B”	  Controls	  (NTC	  &	  NRT)	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3-­‐	  Make	  cDNA	  pool	  by	  first	  calculating	  how	  much	  of	  cDNA	  we	  need	  for	  (1:20)	  dilution	  -­‐1:20	  standard	  curve	  calculations:	  	   	   	   	   	   [18	  x	  (#	  of	  genes	  +	  1)]	  x	  2	  	  
- 18:	  18	  μl	  of	  cDNA/tube	  
- #	  of	  genes	  :	  for	  example	  3	  (18s,	  “A”	  ,	  and	  “B”)	  
- 2:	  we	  need	  to	  double	  the	  amount	  to	  use	  some	  of	  1:20	  dilution	  to	  make	  1:40	  dilution	  eg:18	  x	  (3	  +	  1)	  =	  72	  μl	  ,	   72	  X	  2=	  144	  μl	  	  	   Make	  200	  μl	  total	  	  If	  we	  need	  200	  μl	  of	  cDNA	  for	  1:20	  then	  we	  need	  10	  μl	  cDNA	  pool	  (	  200/20=10)	  Remove	  enough	  of	  each	  undiluted	  cDNA	  to	  make	  10	  μl	  total	  4-­‐	  Make	  cDNA	  pool	  standard	  curve:	  (1:20)-­‐(1:2560)	  
1:20	   	   	   	   1:40	   	   	   	   1:80	  -­‐10	  μl	  cDNA	  pool	   	   -­‐100	  μl	  (1:20)	  	   	   -­‐100	  μl	  (1:40)	  -­‐190	  μl	  DEPC	   	   	   -­‐100	  μl	  DEPC	   	   	   -­‐100	  μl	  DEPC	  	  
1:160	   	   	   	   1:320	   	   	   	   1:640	  -­‐100	  μl	  (1:80)	  	   	   -­‐100	  μl	  (1:160)	   	   -­‐100	  μl	  (1:320)	  -­‐100	  μl	  DEPC	   	   	   -­‐100	  μl	  DEPC	   	   	   -­‐100	  μl	  DEPC	  	  
1:1280	   	   	   	   1:2560	   	  -­‐100	  μl	  (1:640)	   	   -­‐100	  μl	  (1:1280)	  -­‐100	  μl	  DEPC	   	   	   -­‐100	  μl	  DEPC	  	  5-­‐	  Make	  cDNA	  dilution	  (1:100),	  for	  each	  replicate	  by	  adding	  99	  μl	  of	  DEPC	  H2O	  to	  1	  μl	  of	  cDNA	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6-­‐	  Master	  Mix	  Calculations:	  	  Master	  mix	  is	  a	  mixture	  of	  TaqMan	  and	  Primer	  Probe	  Formulas	  to	  calculate	  how	  much	  master	  mix,	  TaqMan,	  and	  Primer	  Probe	  we	  need	  (#	  of	  samples	  +	  2)	  X	  (#	  of	  wells	  needed	  +	  1)	  X	  1.1	  =	  #	  Total	  units	  #	  of	  samples	  :	  (8	  St.	  Curves)+(eg:	  4	  treatments	  and	  3	  replicates=12)+(2	  Controls)	  =22	  -­‐#	  of	  wells	  needed	  =	  3	  	  	   eg:(	  22	  )	  X	  (3	  +	  1)	  X	  1.1	  =	  	  	  	  96.8	  	  units	  à	  ~	  100	  total	  units	  -­‐	  μl	  of	  TaqMan	  needed/	  gene:	  	   #	  Total	  units	  X	  5	   	   eg:	  100	  X	  5	  =500	  μl	  Taq	  man	  -­‐	  μl	  of	  Primer	  Prob	  needed/gene:	  	   #	  Total	  units	  X	  0.5	   	   eg:	  100	  X	  0.5	  =50	  μl	  Primer	  Probe	  	   18s	   Gene	  “A”	   Gene	  “B”	  TaqMan	   	  	  	  500	  μl	   	  	  500	  μl	   	  	  	  	  500	  μl	  Primer	  Probe	   	  	  	  	  	  50	  μl	   	  	  	  	  50	  μl	   	  	  	  	  	  	  50	  μl	  	  7-­‐	  Use	  multi-­‐channel	  pipetter	  to	  add	  the	  master	  mix:	  -­‐22	  μl	  of	  each	  master	  mix	  (eg	  18s)	  to	  appropriate	  St.	  curve	  tube	  (eg	  18s,	  1:20,	  1:40,	  etc)	  -­‐22	  μl	  of	  master	  mix	  to	  each	  cDNA	  tubes	  -­‐18	  μl	  of	  cDNA	  pool	  (labeled	  1:20,	  1:40,	  etc)	  to	  each	  St.	  curve	  tube	  -­‐18	  μl	  (1:100)	  of	  cDNA	  dilutions	  to	  each	  cDNA	  tubes	  8-­‐	  vortex	  samples	  and	  centrifuge	  briefly	  before	  adding	  samples	  to	  386	  well	  plates	  9-­‐	  Use	  multi-­‐	  channel	  pipetter	  to	  add	  10	  μl	  of	  each	  St.	  curve	  or	  cDNA	  to	  a	  360	  well	  plate.	  (3	  wells/	  sample=	  30	  μl	  total	  each	  sample)	  10-­‐	  Cove	  the	  un-­‐used	  and	  the	  used	  wells	  with	  plate	  sealer	  to	  prevent	  contamination	  when	  you	  are	  working	  11-­‐	  Seal	  the	  plate,	  wrap	  in	  aluminum	  foil,	  keep	  at	  4°C	  until	  ready	  to	  run.	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Running	  the	  Real	  Time	  PCR	  Program	  -­‐Balance	  your	  plate,	  spin	  at	  2000	  rpm	  for	  2	  min	  -­‐Open	  SDS	  software:	  1-­‐File	  —	  new	  —	  Absolute	  quantification	  standard	  curve	  2-­‐Click	  on	  the	  Bar	  Code-­‐-­‐	  Scan	  bar	  code	  on	  plate	  3-­‐Place	  plate	  in	  left	  sleeve,	  match	  up	  A1	  with	  A1	  on	  the	  plate—click	  OK	  4-­‐Add	  detector—	  new	  —	  gene	  (18s,	  “A”,	  “B”)	  —	  Copy	  to	  plate	  —	  nowak	  —	  FAM	  —	  no	  quencher	  5-­‐Group—find	  Nowak—find	  your	  genes	  (eg:	  “A”)	  —	  click	  copy	  to	  plate	  document,	  repeat	  this	  process	  until	  you	  have	  added	  all	  your	  genes	  6-­‐Select	  the	  row	  with	  genes	  —	  click	  on	  the	  selected	  genes,	  for	  example	  18s	  STD:	  -­‐If	  they	  are	  STD,	  then	  change	  “Unknown”	  to	  “Standard”	  -­‐If	  they	  are	  unknown	  for	  18s,	  then	  just	  highlight	  the	  wells	  and	  leave	  as	  unknown	  -­‐If	  it	  is	  the	  no	  template	  control	  (NTC),	  change	  to	  NTC	  -­‐If	  it	  is	  no	  RT	  contol	  (NRT),	  highlight	  the	  wells	  and	  type	  in	  NRT	  where	  it	  says	  “mixed”	  7-­‐Highlight	  the	  triplicates	  in	  the	  Standard	  Curves	  and	  indicate	  the	  arbitrary	  dilutions:	  1:20	   	   128000	  1:40	   	   64000	  1:80	   	   32000	  1:160	   	   16000	  1:320	   	   8000	  1:640	   	   4000	  1:1280	   2000	  1:2560	   1000	  8-­‐	  can	  also	  highlight	  the	  cDNA	  triplicates	  and	  label	  what	  is	  in	  each	  well.	  You	  can	  copy	  and	  paste	  the	  unknowns	  content,	  but	  not	  the	  standards.	  9-­‐Go	  to	  instrument—sample	  volume—10	  μl	  10-­‐File	  —	  Save	  as	  —	  (enter	  date	  and	  name,	  in	  your	  folder)	  —	  OK	  to	  pup	  up	  message	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11-­‐	  If	  running	  samples	  overnight,	  Go	  to	  instrument	  —	  queue	  —	  send	  to	  queue	  —	  yes	  —	  OK	  12-­‐	  Check	  queue—Automation	  controller	  should	  show	  your	  sample	  13-­‐	  If	  not	  running	  samples	  overnight,	  check	  queue	  —	  open	  (tray	  will	  open)	  —Close	  tray	  place	  plate	  on	  the	  sleeve	  —	  Start	  	  
Retrieving	  Real	  Time	  PCR	  Data	  in	  Keck	  Center	  1-­‐	  Go	  to	  my	  computer	  —	  applied	  Biosystems	  (the	  top	  one)	  2-­‐	  Open	  SDS	  documents	  —	  My	  folder	  (F.M.)	  3-­‐	  Analysis	  —	  Analysis	  setting	  —	  All	  Detectors	  —	  Automatic	  CT	  —	  Apply	  —	  OK	  —Analysis	  —	  Analyze	  4-­‐	  Results—Select	  a	  gene	  (eg	  18s)	  —	  Detector	  (make	  sure	  that	  the	  gene	  on	  the	  St.	  Curve	  plot	  and	  Amp	  plot	  are	  the	  same).	  Change	  the	  threshold	  so	  all	  the	  data	  falls	  in	  the	  linear	  part	  of	  the	  Amp.Plot	  and	  the	  background	  is	  well	  bellow	  the	  threshold.	  (Default	  setting	  is	  around	  3-­‐15	  cycles,	  but	  we	  can	  change	  it).	  5-­‐	  To	  omit	  wells:	  go	  to	  Set	  up	  —	  use	  “Control”	  to	  highlight	  the	  wells	  you	  need	  to	  omitted—	  Omit	  6-­‐	  Analysis	  —	  Analysis	  setting	  —	  Apply	  —	  OK	  —	  Analyze	  7-­‐	  File	  —	  Save	  as	  —	  Export	  —	  Find	  your	  jump	  drive	  —	  Export	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Immunoblotting	  	  
	  	   Lysates	  from	  treated	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  were	  collected	  using	  1X	  LSB	  (as	  described	  above)	  and	  analyzed	  by	  immunoblotting.	  	  In	  our	  lab	  we	  prepared	  the	  4X	  0.7	  mm	  SDS	  minigels	  as	  well	  as	  purchasing	  pre-­‐cast	  4-­‐20%	  Tris-­‐HEPES-­‐SDS	  gels	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ).	  -­‐	  Prepare	  2	  minigels	  as	  follow:	  1-­‐Wash	  2	  spacer	  plate	  and	  2	  short	  plate	  first	  with	  detergent,	  then	  hot	  water,	  then	  distilled	  water,	  and	  finally	  with	  EtOH,	  use	  kimwipes	  to	  clean	  the	  glasses.	  2-­‐	  Set	  up	  glass	  plates	  in	  gel	  holder	  and	  mark	  plates	  at	  52	  mm	  from	  bottom	  3-­‐	  Put	  foam	  on	  stand,	  then	  gel	  holders	  and	  clamp	  down	  
Note:	  you	  can	  make	  the	  resolving	  and	  stacking	  gels	  at	  the	  same	  time	  and	  add	  the	  APS	  or	  TEMED	  when	  you	  are	  ready	  to	  pour	  the	  gels.	  	  The	  gel	  will	  solidify	  immediately	  after	  adding	  the	  APS	  and	  TEMED	  4-­‐	  Make	  Resolving	  gel:	  two	  10%	  minigels	  (10	  ml)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  dH2O	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  4.0	  ml	  Acrylamide	  mix	   	   	   	   	  	  	  	  3.3	  ml	   	   30%	  1.5	  M	  Tris	  (pH	  8.8)	   	   	   	   	  	  	  	  2.5	  ml	   	   375	  mM	  SDS	   	   	   	   	   	   100.0	  μl	   	   10%	  APS	   	   	   	   	   	   100.0	  μl	   	   10%	  TEMED	   	   	   	   	   	  	  	  	  4.0	  μl	  5-­‐	  Pour	  gels	  immediately	  into	  plates	  up	  to	  52	  mm	  mark	  (can	  use	  50	  ml	  conical	  tubes)	  6-­‐	  Add	  1	  ml	  of	  dH2O	  or	  EtOH	  slowly	  to	  each	  plate	  right	  away;	  let	  the	  gel	  to	  firm.	  	  Adding	  water	  prevents	  the	  gel	  from	  drying	  and	  also	  results	  in	  straight	  line	  7-­‐	  Carefully	  wick	  off	  water	  with	  filter	  paper	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8-­‐	  Make	  stacking	  gel:	  5	  ml	  for	  2	  gels	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  dH2O	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  3.4	  ml	  Acrylamide	  mix	   	   	   	   830.0	  μl	   	   30%	  1.0	  M	  Tris	  (pH	  6.8)	   	   	   	   630.0	  μl	   	   126	  mM	  SDS	   	   	   	   	   	   	  	  50.0	  μl	   	   10%	  APS	  (Amonium	  per	  solfate)	   	   	   	  	  50.0	  μl	   	   10%	  TEMED	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.0	  μl	  9-­‐	  Pour	  stacking	  on	  top	  of	  the	  resolving	  gel	  (overflow	  is	  fine),	  insert	  the	  combs	  (make	  sure	  the	  writing	  on	  the	  comb	  faces	  you)	  10-­‐	  Prepare	  samples	  for	  desire	  concentration	  using	  4X	  LSB	  (described	  above)	  while	  stacking	  hardens,	  heat	  samples	  at	  95°C,	  spin	  briefly.	  11-­‐	  When	  stacking	  gel	  has	  hardened,	  place	  both	  gels	  in	  Bio-­‐Rad	  Mini-­‐PROTEANTM	  Cell	  apparatus,	  small	  plates	  face	  each	  other	  toward	  inside.	  
Note:	  if	  using	  precast	  gels,	  remove	  the	  gasket	  from	  the	  inner	  frame,	  turn	  it	  around	  so	  that	  flat	  side	  is	  facing	  outward	  and	  re-­‐insert	  into	  the	  inner	  frame.	  12-­‐	  Pour	  1X	  running	  buffer	  (either	  1X	  Tris/Glycine/SDS	  or	  1X	  Tris/HEPES/SDS	  depending	  on	  the	  type	  of	  gel	  being	  used)	  in	  between	  both	  gels	  up	  to	  top,	  buffer	  slightly	  lower	  on	  outside	  
Note:	  if	  using	  one	  gel,	  then	  use	  the	  adaptor	  plates	  13-­‐	  Load	  samples.	  	  The	  pre-­‐cast	  gels	  can	  hold	  25	  μl	  (10	  well),	  or	  50	  μl	  (15	  well)	  14-­‐	  Connect	  the	  gel	  rig	  leads	  to	  the	  power	  supply	  and	  run	  the	  gels	  at	  80	  V	  for	  2	  hrs,	  the	  voltage	  can	  be	  increased	  to	  100	  V	  after	  the	  samples	  pas	  through	  the	  stacking	  gel.	  
Note:	  For	  precast	  gels	  we	  can	  run	  the	  gels	  at	  150	  V	  for	  45	  min	  per	  gel	  	  
Transferring	  to	  Nitrocellulose	  Membrane	  1-­‐	  For	  every	  gel,	  pre	  soak	  2	  filter	  papers	  (8	  X	  10	  cm),	  1	  nitrocellulose	  membrane	  (8	  X	  10	  cm),	  and	  2	  Scotch-­‐BriteTM	  pads	  in	  1X	  transfer	  buffer	  
Note:	  use	  forceps	  to	  handle	  the	  nitrocellulose	  membrane	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2-­‐	  Once	  the	  run	  is	  finished	  remove	  the	  gel	  from	  the	  Bio-­‐Rad	  Mini-­‐PROTEANTM	  Cell	  apparatus	  3-­‐	  To	  open	  the	  cassette,	  insert	  the	  tip	  of	  the	  green	  scraper	  or	  a	  spatula	  in	  one	  of	  the	  side	  and	  twist,	  so	  the	  two	  halves	  will	  snap	  apart	  completely	  4-­‐Cut	  off	  the	  stacking	  gel,	  loosen	  the	  gel	  at	  the	  bottom	  with	  water	  or	  transfer	  buffer,	  and	  slide	  off	  gel	  in	  to	  transfer	  buffer	  to	  equilibrate	  for	  5	  min	  5-­‐	  Assemble	  the	  transfer	  sandwich	  as	  follow,	  protein	  moves	  from	  negative	  (Cathode)	  to	  positive	  (Anode)	  	   -­‐Clear	  side	  (toward	  you)	  	   -­‐Scotch-­‐BriteTM	  	   -­‐Filter	  paper	  	   -­‐Nitrocellulose	  membrane	  	   -­‐Gel	  	   -­‐Filter	  paper	  	   -­‐Scotch-­‐BriteTM	  	   Black	  side	  (away	  from	  you)	  6-­‐	  Pour	  transfer	  buffer	  through	  the	  sandwich	  and	  place	  into	  the	  transfer	  apparatus	  7-­‐	  Add	  stir	  bar,	  ice	  box,	  and	  more	  1X	  transfer	  buffer	  as	  needed	  8-­‐	  Turn	  on	  stir	  plate	  so	  gently	  spinning	  9-­‐	  Run	  transfer	  at	  50	  mAmp	  overnight	  (20	  hours),	  or	  40	  V	  for	  90	  min	  at	  4°C	  	  
Staining,	  Blocking,	  and	  Blotting	  with	  Primary	  Antibody	  1-­‐	  Remove	  and	  save	  the	  transfer	  buffer	  for	  next	  time	  2-­‐	  Remove	  the	  membrane,	  rinse	  in	  water,	  the	  side	  facing	  the	  gel	  faces	  up	  3-­‐	  Stain	  the	  membrane	  with	  10	  ml	  of	  Ponceau	  S	  dye	  for	  10	  min,	  save	  the	  stain	  for	  reuse	  4-­‐	  Once	  the	  proteins	  are	  visible	  on	  the	  membrane	  de-­‐stain	  it	  with	  4	  X	  5	  min	  water	  wash,	  2	  X	  5	  min	  1X	  TBST	  wash	  5-­‐	  Block	  membrane	  in	  5%	  milk/TBST	  solution	  for	  1.5	  hour	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6-­‐	  Dilute	  primary	  antibody	  in	  2.5%	  milk/TBST	  or	  BSA	  according	  to	  the	  manufacturer	  recommendation	  (5	  ml	  antibody	  per	  membrane)	  7-­‐	  Incubate	  membrane	  at	  4°C	  shaker	  overnight	  
	  
Washing	  and	  Secondary	  Antibody	  1-­‐	  Wash	  3	  X	  5	  min	  in	  TBST	  buffer	  2-­‐	  Incubate	  membrane	  in	  secondary	  antibody	  diluted	  in	  2.5%	  milk/TBST	  or	  BSA	  according	  to	  the	  manufacturer	  recommendation	  for	  90	  min	  at	  room	  temperature	  3-­‐	  Wash	  3	  X	  5	  min	  in	  TBST	  buffer	  4-­‐	  incubate	  membrane	  in	  1:1	  of	  west	  pico	  Chemiluminescent	  (3	  ml/membrane)	  for	  5	  min	  at	  room	  temperature,	  transfer	  membrane	  to	  the	  sheet	  protector,	  and	  place	  in	  film	  cassette	  6-­‐To	  detect	  signal,	  in	  dark	  room	  use	  HyBlot	  CL	  film	  and	  place	  over	  the	  membrane	  for	  desire	  time	  
Notes:	  If	  there	  is	  too	  much	  signal,	  then	  wait	  for	  the	  signal	  to	  burn	  off	  a	  little	  before	  exposing	  it,	  or	  adjust	  the	  antibody	  dilution.	  -­‐If	  no	  signal	  is	  detected	  then	  you	  can	  expose	  the	  film	  overnight,	  or	  adjust	  the	  antibody	  dilution	  	   	  
 219 
	  
List	  of	  Antibodies	  Used	  for	  This	  Study	  Antibody	   	   	   Company	   	   Cat.#	   	   1°	  Ab.	  Dilution	  Rabbit	  anti	  p44/42	  Kinase	   Cell	  Signaling	  	   9102	   	   1:1000	  Mouse	  anti	  p44/42	  MAPK	   Cell	  Signaling	  	   9106	   	   1:2000	  Rabbit	  anti	  vimentin	  	   Cell	  Signaling	  	   3932	   	   1:1000	  Rat	  anti	  Snail	  1	   	   Cell	  Signaling	  	   4719	   	   1:500	  Rabbit	  anti	  Caviolin-­‐1	   Cell	  Signaling	  	   3238	   	   1:1000	  Mouse	  anti	  N-­‐cadherin	   Invitrogen	   	   33-­‐3900	   1:1000	  Mouse	  anti	  CD	  147	   	   BD	  Pharmingen	   555961	   1:2000	  Mouse	  anti	  GAPDH	   	   IMGENEX	   	   IMG-­‐5019A	   1:2000	  Mouse	  anti	  CK19	   	   Millipore	   	   MAB3238	   1:1000	  Mouse	  anti	  MMP-­‐2	   	   Millipore	   	   IM33	   	   1:1000	  Mouse	  anti	  MMP-­‐1	   	   R	  &	  D	  Systems	   MAB901	   1:250	  Mouse	  anti	  MMP-­‐3	   	   R	  &	  D	  Systems	   MAB905	   1:200	  Mouse	  anti	  Twist2	   	   Affinity	  BioReagents	  MA1-­‐62334	   1:1000	  	  
Human	  IL-­‐1β/IL-­‐1F2	  Immunoassay	  
	  
Notes:	  Bring	  all	  reagents	  and	  samples	  to	  room	  temperature	  before	  use	  -­‐All	  samples,	  standards,	  and	  controls	  were	  assayed	  in	  triplicate	  -­‐Samples	  diluted	  in	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5,	  and	  included:	  	   a)	  Un-­‐concentrated	  conditioned	  medium	  	   b)	  Concentrated	  conditioned	  medium	  (50X)	   	   100%	  	   c)	  (1:2)	  dilution	  of	  concentrated	  conditioned	  medium	   50%	  	   d)	  (1:4)	  dilution	  of	  concentrated	  conditioned	  medium	   25%	  	   e)	  (1:50)	  dilution	  of	  concentrated	  conditioned	  medium	   2%	  
Notes:	  (1:50)	  dilution	  sample	  corresponds	  to	  2%	  HES	  concentrated	  conditioned	  medium	  used	  for	  this	  study	  to	  treat	  LP-­‐9	  mesothelial	  cells	  1-­‐	  Collect	  and	  concentrate	  conditioned	  medium	  from	  HES	  cells	  50	  fold	  as	  described	  in	  materials	  and	  method	  section.	  	  For	  this	  assay	  conditioned	  medium	  from	  3	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replicates	  were	  collected	  and	  concentrated.	  	  Each	  replicate	  was	  consists	  of	  HES	  cells	  from	  3	  different	  patients	  and	  their	  conditioned	  medium	  were	  pooled	  together	  before	  concentrating	  (total	  of	  9	  patients).	  2-­‐Prepare	  Wash	  Buffer	  by	  adding	  20	  ml	  of	  concentrated	  Wash	  Buffer	  to	  480	  ml	  of	  dH2O	  to	  prepare	  500	  ml	  of	  Wash	  Buffer	  
Note:	  If	  there	  is	  precipitation	  in	  the	  concentrated	  Wash	  Buffer,	  warm	  it	  up	  to	  room	  temperature	  and	  mix	  gently	  until	  the	  crystals	  have	  completely	  dissolved.	  	  3-­‐	  Reconstitute	  the	  IL-­‐1β	  Standard	  with	  5	  ml	  of	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5.	  	  This	  reconstitution	  produces	  a	  stock	  solution	  of	  250	  pg/ml.	  	  Mix	  this	  standard	  well	  by	  gentle	  agitation	  for	  at	  least	  15	  min.	  
Note:	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	  is	  for	  cell	  culture	  supernatant	  samples,	  for	  serum	  or	  plasma	  sample	  use	  Calibrator	  Diluent	  RD6-­‐C	  4-­‐	  Make	  the	  rest	  of	  the	  standards	  by	  serial	  dilution	  as	  follow,	  make	  sure	  to	  mix	  each	  tube	  thoroughly	  before	  the	  next	  transfer	  	  	  
125	  pg/ml	   	   	   	   	   62.5	  pg/ml	  -­‐500	  μl	  250	  pg/ml	   	   	   	   -­‐500	  μl	  125	  pg/ml	  -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	   	   -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	  	  
31.2	  pg/ml	   	   	   	   	   15.6	  pg/ml	   	  -­‐500	  μl	  62.5	  pg/ml	   	   	   	   -­‐500	  μl	  31.2	  pg/ml	  -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	   	   -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	  	  
7.8	  pg/ml	   	   	   	   	   3.9	  pg/ml	   	  -­‐500	  μl	  15.6	  pg/ml	   	   	   	   -­‐500	  μl	  7.8	  pg/ml	  -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	   	   -­‐500	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	  
Note:	  The	  undiluted	  IL-­‐1β	  standard	  serves	  as	  the	  high	  standard	  (250	  pg/ml)	  and	  the	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐5	  serves	  as	  the	  zero	  standard	  (0	  pg/ml)	  5-­‐	  Remove	  excess	  microplate	  strips	  from	  the	  plate	  frame,	  store	  them	  at	  4°C	  in	  the	  foil	  pouch	  provided	  by	  the	  manufacturer	  and	  reseal.	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Note:	  For	  cell	  culture	  supernatant	  go	  to	  the	  step	  6,	  for	  serum/plasma	  samples	  mix	  the	  Assay	  Diluent	  RD1-­‐83	  well	  if	  it	  contains	  precipitation	  and	  add	  50	  μl	  of	  Assay	  Diluent	  to	  each	  well.	  6-­‐	  Add	  200	  μl	  of	  standard,	  sample,	  or	  control	  per	  well.	  Cover	  with	  adhesive	  strip,	  incubate	  for	  2	  hours	  at	  room	  temperature.	  	  Make	  note	  of	  the	  content	  of	  each	  well.	  7-­‐	  Aspirate	  each	  well	  and	  wash	  each	  well	  with	  400	  μl	  of	  Wash	  Buffer	  3	  times	  
Notes:	  Use	  squirt	  bottle,	  manifold	  dispenser,	  or	  autowasher	  for	  the	  wash	  step.	  	  Make	  sure	  to	  remove	  the	  liquids	  completely	  at	  each	  step.	  8-­‐	  After	  the	  last	  wash,	  remove	  any	  remaining	  Wash	  Buffer	  by	  aspirating	  or	  decanting,	  invert	  the	  plate	  and	  blot	  it	  against	  clean	  Kimwipe.	  9-­‐Add	  200	  μl	  of	  IL-­‐1β	  Conjugate	  to	  each	  well.	  Cover	  with	  a	  new	  adhesive	  strip,	  incubate	  at	  room	  temperature	  for	  1	  hour.	  
Note:	  For	  cell	  culture	  supernatant	  samples	  incubate	  for	  1	  hour,	  for	  serum/plasma	  samples	  incubate	  for	  2	  hours	  at	  room	  temperature	  10-­‐	  Repeat	  the	  aspirate/wash	  as	  in	  steps	  7	  and	  8	  11-­‐	  Prepare	  Substrate	  Solution	  by	  adding	  equal	  volume	  of	  Color	  Reagents	  A	  and	  B	  
Notes:	  	  The	  Substrate	  Solution	  should	  be	  mixed	  together	  within	  15	  min	  of	  use	  -­‐200	  μl	  of	  Substrate	  Solution	  is	  required	  per	  well	  -­‐Protect	  it	  from	  light	  12-­‐Add	  200	  μl	  of	  Substrate	  Solution	  to	  each	  well.	  Incubate	  for	  20	  min	  at	  room	  temperature.	  Make	  sure	  to	  protect	  the	  plate	  from	  light.	  13-­‐Add	  50	  μl	  of	  Stop	  Solution	  to	  each	  well.	  The	  color	  in	  the	  wells	  should	  change	  from	  blue	  to	  yellow.	  
Note:	  if	  the	  color	  is	  green	  or	  not	  uniform,	  then	  gently	  tap	  the	  plate	  to	  mix	  (I	  did	  not	  notice	  any	  visible	  color	  change	  in	  this	  assay)	  14-­‐	  Determine	  the	  optical	  density	  of	  each	  well	  within	  30	  min,	  using	  a	  microplate	  reader	  set	  to	  450	  nm.	  	  If	  wavelength	  correction	  is	  available,	  set	  to	  450	  nm	  or	  570	  nm.	  	  If	  wavelength	  correction	  is	  not	  available,	  subtract	  readings	  at	  540	  nm	  or	  570	  nm	  from	  the	  readings	  at	  450	  nm.	  	  This	  subtraction	  will	  correct	  for	  optical	  imperfections	  in	  the	  plate.	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Human	  TGF-­‐β1	  Immunoassay	  
	  	   Collect	  and	  concentrate	  conditioned	  medium	  from	  HES	  cells	  50	  fold	  as	  described	  in	  materials	  and	  method	  section.	  	  For	  this	  assay	  conditioned	  medium	  from	  3	  replicates	  were	  collected	  and	  concentrated.	  	  Each	  replicate	  was	  consists	  of	  HES	  cells	  from	  3	  different	  patients	  and	  their	  conditioned	  medium	  were	  pooled	  together	  before	  concentrating	  (total	  of	  9	  patients).	  
Notes:	  	  Bring	  all	  reagents	  and	  samples	  to	  room	  temperature	  before	  use	  -­‐All	  samples,	  standards,	  and	  controls	  were	  assayed	  in	  triplicate	  -­‐Wear	  lab	  coat	  and	  safety	  glasses	  during	  this	  immunoassay,	  due	  to	  the	  acidic	  nature	  of	  some	  reagents	  use	  in	  this	  assay.	  -­‐TGF-­‐β1	  is	  normally	  secreted	  as	  an	  inactive,	  or	  latent,	  complex.	  Samples	  need	  to	  be	  activated	  first	  before	  use.	  	  
Additional	  Reagents	  Required	  for	  TGF-­‐β1	  Immunoassay	  	   -­‐Hydrochloric	  acid	  12N	  	   -­‐Sodium	  hydroxide	  10N	  	   -­‐HEPES,	  free	  acid	  (M.W.	  238.3)	  1-­‐Prepare	  activation/neutralization	  reagents	  as	  follow:	  
1N	  HCl	  (100	  ml)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  dH2O	   	   	   	   	   	   91.67	  ml	  HCl	  12	  N	   	   	   	   	   	  	  8.33	  ml	  
Note:	  Add	  12	  N	  HCl	  to	  the	  water	  slowly,	  then	  mix	  well,	  store	  in	  polypropylene	  bottles	  at	  room	  temperature	  for	  up	  to	  1	  month.	  	  
1.2	  N	  NaOH/0.5	  M	  HEPES	  (100	  ml)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  dH2O	   	   	   	   	   	   75.0	  ml	  NaOH	  10	  N	   	   	   	   	   12.0	  ml	  HEPES	  	   	   	   	   	   11.9	  g	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Note:	  After	  adding	  10	  N	  NaOH	  slowly	  to	  the	  dH2O	  mix	  the	  solution	  well,	  add	  HEPES,	  mix	  well,	  then	  bring	  the	  volume	  up	  to	  100	  ml	  with	  dH2O.	  	  Store	  in	  polypropylene	  bottles	  at	  room	  temperature	  for	  up	  to	  1	  month.	  2-­‐Use	  polypropylene	  test	  tubes	  to	  activate	  latent	  TGF-­‐β1	  as	  follow:	  (For	  cell	  culture	  
supernates	  only.	  	  Do	  not	  activate	  the	  kit	  standards)	  
- Add	  20	  μl	  of	  1N	  HCl	  to	  100	  μl	  of	  cell	  culture	  supernate,	  mix	  well	  
- Incubate	  at	  room	  temperature	  for	  10	  min	  
- Add	  20	  μl	  of	  1.2	  N	  NaOH/0.5	  M	  HEPES	  to	  neutralize	  the	  acidified	  samples	  
- Mix	  well	  and	  assay	  samples	  immediately	  
- The	  concentration	  read	  off	  the	  standard	  curve	  must	  be	  multiplied	  by	  the	  dilution	  factor,	  1.4.	  3-­‐Prepare	  Wash	  Buffer	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  concentrated	  Wash	  Buffer	   	   	   	  	  25.0	  ml	  dH2O	   	   	   	   	   	   600.0	  ml	  	   	   	   	   	   	   625.0	  ml	  
Note:	  If	  there	  is	  precipitation	  in	  the	  concentrated	  Wash	  Buffer,	  warm	  it	  up	  to	  room	  temperature	  and	  mix	  gently	  until	  the	  crystals	  have	  completely	  dissolved.	  4-­‐	  Prepare	  1X	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	   	   	   20.0	  ml	  dH2O	   	   	   	   	   	   60.0	  ml	  	   	   	   	   	   	   80.0	  ml	  5-­‐	  Reconstitute	  the	  TGF-­‐β1	  Standard	  with	  2	  ml	  of	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X).	  	  This	  reconstitution	  produces	  a	  stock	  solution	  of	  2000	  pg/ml.	  	  Mix	  this	  standard	  well	  by	  gentle	  agitation	  for	  at	  least	  5	  min.	  6-­‐	  In	  polypropylene	  tubes	  make	  the	  rest	  of	  the	  standards	  by	  serial	  dilution	  as	  follow,	  make	  sure	  to	  mix	  each	  tube	  thoroughly	  before	  the	  next	  transfer	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1000	  pg/ml	   	   	   	   	   500	  pg/ml	  -­‐200	  μl	  2000	  pg/ml	   	   	   	   -­‐200	  μl	  1000	  pg/ml	  -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	   -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	  	  
250	  pg/ml	   	   	   	   	   125	  pg/ml	   	  -­‐200	  μl	  500	  pg/ml	   	   	   	   -­‐200	  μl	  250	  pg/ml	  -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	   -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	  	  
62.5	  pg/ml	   	   	   	   	   31.2	  pg/ml	   	  -­‐200	  μl	  125	  pg/ml	   	   	   	   -­‐200	  μl	  62.5	  pg/ml	  -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	   -­‐200	  μl	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	  	  
Note:	  The	  undiluted	  TGF-­‐β1	  Standard	  serves	  as	  the	  high	  standard	  (2000	  pg/ml)	  and	  the	  Calibrator	  Diluent	  RD5-­‐53	  (1X)	  serves	  as	  the	  zero	  standard	  (0	  pg/ml)	  7-­‐	  Remove	  excess	  microplate	  strips	  from	  the	  plate	  frame,	  store	  them	  at	  4°C	  in	  the	  foil	  pouch	  provided	  by	  the	  manufacturer	  and	  reseal.	  8-­‐	  For	  cell	  culture	  supernate,	  add	  50	  μl	  of	  Assay	  Diluent	  RD1-­‐21	  per	  well	  9-­‐	  Add	  50	  μl	  of	  standard,	  activated	  sample,	  or	  control	  per	  well.	  	  Tap	  the	  plate	  gently	  to	  mix.	  	  Cover	  with	  adhesive	  strip,	  incubate	  for	  2	  hours	  at	  room	  temperature.	  	  Make	  note	  of	  the	  content	  of	  each	  well.	  10-­‐	  Aspirate	  each	  well	  and	  wash	  each	  well	  with	  400	  μl	  of	  Wash	  Buffer	  4	  times	  
Notes:	  	  Use	  squirt	  bottle,	  manifold	  dispenser,	  or	  auto	  washer	  for	  the	  wash	  step.	  -­‐Make	  sure	  to	  remove	  the	  liquids	  completely	  at	  each	  step.	  11-­‐After	  the	  last	  wash,	  remove	  any	  remaining	  Wash	  Buffer	  by	  aspirating	  or	  decanting,	  invert	  the	  plate	  and	  blot	  it	  against	  clean	  Kimwipe.	  12-­‐Add	  100	  μl	  of	  TGF-­‐β1	  Conjugate	  to	  each	  well.	  Cover	  with	  a	  new	  adhesive	  strip,	  incubate	  at	  room	  temperature	  for	  2	  hour.	  13-­‐Repeat	  the	  aspirate/wash	  as	  in	  steps	  8	  and	  9	  14-­‐Prepare	  Substrate	  Solution	  by	  adding	  equal	  volume	  of	  Color	  Reagents	  A	  and	  B	  	  
 225 
Notes:	  	  The	  Substrate	  Solution	  should	  be	  mixed	  together	  within	  15	  min	  of	  use	  -­‐100	  μl	  of	  Substrate	  Solution	  is	  required	  per	  well.	  -­‐Protect	  it	  from	  light	  15-­‐Add	  100	  μl	  of	  Substrate	  Solution	  to	  each	  well.	  Incubate	  for	  30	  min	  at	  room	  temperature.	  Make	  sure	  to	  protect	  the	  plate	  from	  light.	  16-­‐Add	  100	  μl	  of	  Stop	  Solution	  to	  each	  well.	  	  Tap	  the	  plate	  gently	  to	  ensure	  thorough	  mixing	  17-­‐Determine	  the	  optical	  density	  of	  each	  well	  within	  30	  min,	  using	  a	  microplate	  reader	  set	  to	  450	  nm.	  	  If	  wavelength	  correction	  is	  available,	  set	  to	  450	  nm	  or	  570	  nm.	  	  If	  wavelength	  correction	  is	  not	  available,	  subtract	  readings	  at	  540	  nm	  or	  570	  nm	  from	  the	  readings	  at	  450	  nm.	  	  This	  subtraction	  will	  correct	  for	  optical	  imperfections	  in	  the	  plate.	  	  
Reagents	  
	  
1x	  Laemmli	  Sample	  Buffer	  (LSB)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Glycerol	   	   	   	   	   5.00	  ml	   	   10%	  Tris	  1M	  pH	  6.8	   	   	   	   3.13	  ml	   	   62.5	  mM	  SDS	   	   	   	   	   	   1.00	  g	   	   	   2%	  
Note:	  Can	  also	  use	  10	  ml	  of	  10%	  SDS	  instead	  Adjust	  the	  volume	  to	  50	  ml	  and	  store	  at	  room	  temperature	  
	  
4X	  LSB	  Dye	  for	  Western	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [1X	  Final]	  Glycerol	   	   	   	   	   4.00	  ml	   	   10%	  Tris	  0.5	  M	  pH	  6.8	   	   	   	   4.00	  ml	   	   50	  mM	  SDS	   	   	   	   	   	   0.80	  g	   	   	   2%	  DTT	  (Dithiothreitol)	   	   	   	   0.62	  g	   	   	   100	  mM	  Bromophenol	  Blue	   	   	   	   0.01	  g	   	   	   0.025%	  1-­‐	  Measure	  4	  ml	  of	  glycerol	  in	  10	  ml	  conicol	  tube	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2-­‐	  Add	  4	  ml	  of	  0.5	  M	  Tris	  pH	  6.8	  3-­‐	  Add	  SDS	  and	  DTT,	  mix	  well	  to	  dissolve	  (SDS	  is	  a	  detergent,	  so	  do	  not	  shake	  it)	  4-­‐	  After	  SDS	  is	  dissolved,	  add	  the	  Bromophenol	  Blue	  5-­‐	  Adjust	  the	  volume	  to	  10	  ml	  with	  dH2O	  6-­‐	  Make	  aliquots	  of	  250	  μl	  and	  store	  at	  -­‐20	  7-­‐	  To	  make	  1X	  LSB	  just	  add	  750	  μl	  dH20	  to	  250	  μl	  4XLSB	  	  
TBST	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Tris	  Base	   	   	   	   	   2.42	  g	   	   	   20	  mM	  NaCl	   	   	   	   	   	   7.78	  g	   	   	   150	  mM	  Tween	  20	   	   	   	   	   1.00	  ml	   	   0.1%	  Adjust	  the	  pH	  to	  7.4	  or	  8.0	  (depending	  on	  the	  antibody	  being	  used)	  Adjust	  the	  volume	  to	  1	  L,	  store	  at	  4°C	  for	  up	  to	  4	  weeks	  
	  
1XTransfer	  Buffer	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	   	   [Final]	  Glycine	   	   	   	   	   	  	  	  	  2.93	  g	   	   40	  mM	  Tris	  Base	   	   	   	   	   	  	  	  	  5.82	  g	   	   48	  mM	  MeOH	   	   	   	   	   	   200.00	  ml	   	   20%	  SDS	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  0.37	  g	   	   0.037%	  Adjust	  volume	  to	  1	  L	  	  
Notes:	  	  10X	  Transfer	  buffer	  can	  also	  be	  prepared	  with	  out	  MeOH	  and	  stored	  at	  room	  temperature.	  	  To	  make	  1X	  buffer,	  mix	  80	  ml	  of	  10X	  buffer,	  800	  ml	  of	  dH2O,	  and	  200	  ml	  of	  MeOH.	  -­‐Transfer	  buffer	  can	  be	  re-­‐used	  twice	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1.5	  M	  Tris,	  pH	  8.8	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Tris	  Base	   	   	   	   	   181.65	  g	  	  dH2O	   	   	   	   	   	   700.00	  ml	  	  Adjust	  pH	  to	  8.8	  by	  adding	  HCl	  will	  raise	  the	  Temp,	  so	  let	  solution	  reach	  room	  temperature	  before	  adjusting	  the	  pH	  again.	  Bring	  the	  volume	  up	  to	  1	  L,	  filter	  sterilize,	  and	  store	  at	  room	  temperature	  	  
10X	  Tris/Glycine/SDS	  Running	  Buffer	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  SDS	   	   	   	   	   	   	  	  10.0	  g	  Tris	  Base	   	   	   	   	   	  	  30.3	  g	  Glycine	   	   	   	   	   144.1	  g	  Adjust	  the	  volume	  to	  1	  L	  with	  dH2O.	  	  For	  making	  1X	  buffer	  dilute	  10	  fold	  with	  dH2O	  	  
10X	  Tris/HEPES/SDS	  Running	  Buffer	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Tris	  Base	   	   	   	   	   121.0	  g	  HEPES	  	   	   	   	   	   238.0	  g	  SDS	   	   	   	   	   	   	  	  10.0	  g	  Adjust	  the	  volume	  to	  1	  L	  with	  dH2O.	  	  For	  making	  1X	  buffer	  dilute	  10	  fold	  with	  dH2O	  Alternatively	  you	  can	  dissolve	  1	  package	  of	  Dry-­‐Blend	  buffer	  (Fisher	  Scientific,	  Fair	  lawn,	  NJ)	  in	  500	  ml	  dH2O	  
	  
10%	  APS	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  Ammonium	  Persulfate	   	   	   	   10.0	  g	  Dissolve	  in	  10	  ml	  of	  dH2O,	  ideally	  use	  fresh,	  or	  aliquot	  and	  stored	  at	  -­‐20°C	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10%	  SDS	  Stock	  Solution	  (Sodium	  Laurel	  Sulfate	  or	  Sodium	  Dodecyl)	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  SDS	  (Electrophoresis	  grade)	   	   	  	  50.0	  g	  dH2O	   	   	   	   	   	   400.0	  ml	  
Notes:	  After	  400	  ml	  of	  dH2O	  is	  added-­‐	  stir,	  then	  adjust	  the	  volume	  to	  500	  ml.	  Do	  not	  autoclave,	  wear	  masks	  and	  gloves	  when	  weighing	  SDS	  	  
0.25%	  TritonX-­‐100	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  TritonX-­‐100	   	   	   	   	   250.0	  μl	  	  PBS	   	   	   	   	   	   100.0	  ml	  	  
	  
4%	  Paraformaldehyde	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  PFA	  16%	   	   	   	   	   1.0	  ml	  1	  X	  PBS	   	   	   	   	   3.0	  ml	  Undiluted	  PFA	  should	  be	  used	  within	  two	  weeks	  after	  break	  open	  the	  vial	  
	  
0.1%	  Triton	  X-­‐100	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  5%	  TritonX-­‐100	   	   	   	   	  	  2.5	  ml	  	  PBS	   	   	   	   	   	   50.0	  ml	  Store	  at	  room	  Temperature	  	  
10	  μg/ml	  DAPI	  Ingredient	   	   	   	   	   Quantity	  DAPI	  5	  mg/ml	   	   	   	   4.0	  μl	  1X	  PBS	   	   	   	   	   2.0	  ml	  	  	  
